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译 者 HW 语 - 


本 书 是 英国 伦敦 大 学 -: D, T. 普 卢 默 所 著 《 实 用 生物 化 学 


导论 ?的 第 二 版 ， Se RENN S UCR E ES 


位 的 研究 生 的 专门 课本 。 
本 书 不 是 纯 理 论 的 生物 化 学 课本 ， 也 不 是 单纯 的 生物 化 
学 实验 教程 ;而 是 一 本 既 有 一 定 的 理论 ,又 能 指导 学 生 学 习 生 


物化 学 实验 技术 的 、 结 构 较为 严密 的 现代 生物 化 学 专业 书籍 


修订 后 的 第 二 版 包括 综合 性 的 基本 实验 和 指导 实验 的 理论 根 


， 据 ,有 些 内 容 是 普通 的 生物 化 学 课本 中 缺乏 的 。 


本 书 安排 的 许多 实验 具有 一 定 的 代表 性 ， 涉及 到 了 生物 
化 学 的 各 个 基本 领域 ,其 中 有 经 典 实验 ,也 有 较 新 的 方法 和 技 
术 。 这 些 内 容 也 适合 于 我 国 培养 生物 化 学 专业 人 员 和 有 关 专 
业 大 员 使 用 。 这 就 是 我 们 翻译 本 书 的 目的 。 

本 书 的 不 足 之 处 是 ， 有 些 生 物化 学 的 重要 技术 没有 包括 
进去 ,如 蛋白 质 及 核酸 的 序列 分 析 , 同 位 素 技术 等 。 为 此 ， 建 
议 使 用 本 书 的 同志 ， 根 据 自 己 实 验 的 需要 ， 参 考 其 它 有 关 书 
籍 。 

本 书 的 个 别 段落 在 内 容 上 有 错误 , 译 者 已 分 别 作 了 订正 ， 
但 限于 水 平 ,译文 的 错误 及 不 足 之 处 在 所 难免 , 敬 请 读者 批评 
指正 。 

译 Q 4 
1982 年 4 月 


下 Xiil 人 


再 版 前 言 


《实用 生物 化 学 导论 》 初 版 于 ,1971 年 底 ,如 今 已 是 该 重新 
修订 的 时 候 了 。 直接 增加 新 的 资料 及 实验 ; 将 会 使 未 书 篇 幅 
扩大 ,用 途 少 而 昂贵 。 但 是 为 了 满足 本 学 科 各 种 教学 计划 的 
SHER, 一 部 综合 性 的 实用 教科 书 还 是 很 需要 的 。 在 增加 
新 的 材料 的 同时 ,应 从 原 书 中 删 去 哪些 内 容 , 成 了 难处 理 的 问 
题 作者 通过 取消 那些 需要 特殊 设备 的 、 过 时 的 或 多 余 的 实 “ 
验 来 解决 这 个 问题 。 因 此 ,新 版 本 是 现代 化 的 ,天 部 分 肉 容 是 
重 写 过 的 , 但 仍 包含 有 一 系列 综合 性 的 基本 实验 。 所 以 它 很 
适合 于 特殊 仪器 少 的 大 班 教授 实用 生物 化 学 的 基本 概念 之 
用 。 有 些 实验 虽 适 于 小 组 的 形式 ,但 仍 可 在 大 班 应 用 ;只 要 同 
时 进行 几 个 实验 ,而 各 小 组 的 学 生 按 有 周 轮转 即 可 
新 版 本 每 章 都 有 一 段 有 关 的 生物 化 学 概述 。 另外 ;每 个 
实验 都 带 有 一 节 关 于 该 实验 的 生物 化 学 原理 。 Ri, 这 本 书 、 
不 仅仅 是 实验 室 的 “烹调 书 ”， 而 是 要 能 对 生物 化 学 的 实用 方 
面 提 供 有 用 的 理论 根据 。 从 而 对 学 生 所 用 的 标准 课本 有 所 补 
本 书 的 实验 可 作为 英国 生物 化 学 理学 士 (British BSc) 的 
头 二 年 .其 它 学 科 选 修 生物 化 学 的 理科 硕士 .(MSc) DRAM 
读 HNC, HND, & M.I. Biol. 学 生 的 技术 训练 课程 。 A 
书 对 以 生物 化 学 方法 为 辅助 手段 的 大 学 生 及 技术 员 也 应 该 是 
有 用 的 。 对 于 在 其 它 领 域 工 作 的 研究 人 员 ,需要 进 人 实用 生物 
化 学 这 个 不 熟悉 的 领域 时 ,本 书 亦 可 当 作 一 本 有 用 的 参考 书 。 
D. T. #FPR 


技术 上 的 注意 事项 
次 液 


实验 所 用 的 溶液 及 其 所 需 数量 于 每 项 实验 中 列 出 。 和 标 
题 “ 材 料 ” 同 二 行 印 出 的 数字 10 或 100, 是 按 10 个 或 100 个 
学 第 ,每 两 人 为 一 组 进行 实验 所 估算 的 用 量 。 因 此 ,一 个 班级 
的 需要 量 多 少 ,可 依 此 数据 很 容易 算出 。 需 要 量 得 出 后 ,还 要 
估计 到 假定 每 个 测定 要 作 二 次 的 用 量 。 此 外 , 要 在 原来 的 最 
低 限 度 的 用 量 上 有 上 额外 的 增加 ， 而 且 要 把 这 个 溶液 配 成 接近 
需要 量 的 最 方便 的 体积 。 例如 ， 一 项 实验 所 需 的 溶液 是 300 
毫 天 ,那么 本 书 给 出 的 体积 是 500 毫升 , 但 如 果 需 要 量 是 400 
毫升 ,建议 的 体积 则 是 一 升 。 

“和 材料 ? 栏 中 注 明 100 的 实验 ， 可 安排 100 个 学 生 的 班级 
进行 实验 , 但 注 明 10 的 , 有 可 能 是 受难 得 的 仪器 或 帅 贵 的 试 
剂 的 限制 ,只 能 安排 10 套 实验 。 

最 后 ， 上 述 试剂 的 量 系 按 在 班 内 平均 分 配 而 有 小 量 剩余 
估算 的 ; 如 果 把 试剂 放 在 实验 台 上 ， 由 学 生 自己 取 用 , 则 配制 
量 还 要 大 一 些 。 


实验 室 的 安全 


本 书 指 出 了 每 一 特定 实验 中 可 能 出 现 的 危险 ， 但 下 列 一 
般 性 的 注意 事项 也 是 值得 注意 的 。 做 实验 时 要 穿 工作 服 ,最 
好 市 上 安全 眼镜 。 


°* xV @ 


EY 


对 毒物 一 定 要 小 心 ， 在 有 毒 溶液 的 瓶子 上 总 要 注 明 “ 危 
险 ” 字 样 。 建 议 把 在 接触 某 一 材料 时 可 能 会 发 生 的 任何 危险 ， 
-以 及 该 物 进 入 体内 的 途径 ( 即 口 , 肺 及 皮肤 等 ) ,清楚 地 写 在 教 
室 前 面 的 黑板 上 。 

实验 室内 自然 严禁 饮酒 和 进食 。 毒 物 千 万 不 能 用 中 来 吸 
取 , 而 要 用 一 个 安全 球 或 滴定 管 ,最 好 是 在 学 院 的 某 个 中 心 点 | 
或 技术 监督 下 取 用 毒物 。 在 接触 广 蚀 性 的 物质 如 强酸 、 强 碱 
或 高 活性 化 合 物 , 如 氧化 剂 或 还 原 剂 时 ,也 应 使 用 安全 吸管 。 
We 

-处理 有 机 溶剂 时 ,很 容易 着 火 , 对 此 要 非常 警惕 。 可 燃 深 
剂 不 能 在 明火 上 蒸发 ,在 处 理 乙醚 之 类 的 溶剂 时 , 千 万 不 能 在 
邻近 的 实验 台 上 使 用 煤气 灶 。 电 器 打 火 的 危险 也 很 大 ,因此 ， 
含有 乙醚 之 类 物质 的 溶液 切 不 可 离心 或 存放 在 冰箱 里 ， 使 用 


过 的 废 有 机 溶剂 应 由 技术 人 员 收集 在 已 准备 好 的 特殊 容器 
肉 , 切 不 可 倾 人 水槽 中 。 


生物 的 危险 


接触 生物 材料 的 危险 性 或 许 不 如 上 述 情况 那样 明显 ， 人 得 
班级 主管 教员 应 负责 向 学 生 指出 实验 中 的 任何 特殊 的 危险 
性 。 皇 家 学 院 ( 伦 敦 大 学 ) 出 版 的 关于 生物 的 危险 性 的 一 本 小 
册子 , 讲 得 很 全 面 , 特 向 读者 推荐 。 、 

所 有 的 微生物 都 应 认为 是 危险 的 ,而 血 铺 型 肝炎 ( 澳 大 利 
亚 抗原 ) 的 生物 危险 性 可 能 是 最 大 的 。。 它 主 要 是 通过 血 滚 
传染 ,其 它 体液 也 能 传播 其 病毒 ,感染 血 铺 型 肝炎 病毒 者 FE 
亡 率 可 能 高 达 30%, 对 此 病 目前 尚 无 有 效 的 治疗 方法 。 此 


eXVi 。 


外 ,健康 人 也 能 携带 此 种 病毒 , 所 以 , 所 有 接触 过 人 血 或 尿 的 
仪器 ， 用 完 后 都 应 立刻 消毒 。 带菌 者 的 比例 可 能 低 到 0.1% 
或 高 达 20%。 因此 ,在 使 用 人 的 体液 时 ,必须 格外 小 心 , 严 加 
注意 。 
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第 一 章 “实验 的 准确 性 问题 


准确 度 的 定义 可 以 是 符合 事实 真相 的 程度 。 科 学 家 们 在 
实验 室 中 力求 得 到 准确 的 测量 , 并 提出 准确 的 实验 报告 。 
际 工 作 中 的 这 些 方面 将 在 本 章 中 论 及 ， 因 为 只 有 达到 了 这 些 
要 求 的 实验 工作 才能 对 学 生 和 读者 有 益 。 不 过 在 论述 这 些 要 
点 之 前 ,我们 将 首先 考虑 生物 化 学 实验 中 使 用 的 一 般 单位 和 
数量 。 


单位 和 数量 


本 书 所 使 用 的 单位 系 以 公制 为 基础 的 系统 国际 单位 制 
(SI. Systéme Internatronald’ Unitks)， 它 在 1960 年 为 计量 总 会 
AU, 现在 全 世界 的 科学 实验 室 里 使 用 。 这 是 一 种 相干 的 单 
位 制 , 如 果 两 个 单位 量 相 乘 或 相 除 , 其 答案 即 为 合 量 的 单位 ， 
因此 , 现 用 单位 的 数目 即 可 大 为 减少 。 


基本 单位 


有 七 个 基本 单位 ,所 有 的 其 它 单位 都 是 根据 它们 得 来 的 ， 
兹 列表 如 下 (# 1.1). 


mest 


除 上 述 外 ,还 有 一 些 衍生 单位 , 它 是 由 这 些 基 本 单位 恰当 
地 结合 而 成 。 为 了 方便 起 见 , 这 些 衍生 单位 都 冠 以 专门 的 名 
称 。 可 能 在 生物 化 学 工作 中 出 现 的 一 些 衍生 单位 列 于 表 1.2 
中 。 


表 1.1 SI 基本 单位 eae 


Yee 名 ” 称 Ff 号- 


表 1.2 某 些 衍生 的 3 单位 的 专门 名 称 及 符号 


单位 的 定义 
wee | 单位 名 称 -| we |" 
基本 的 衍生 的 
频率 ik Hz S=! au 
力 牛顿 N kgms~? jJm7 
能 量 焦 尔 J kgm?s~* < Nia 
压力 帕斯卡 Pa kg = TO 
功率 瓦特 WwW kgm?s~? js" 
电量 库仑 4 As _ 
电压 伏特 V kgm?s~?A~! WA-: 
电阻 欧姆 Q kgm?-s~?A~? VA-: 
电容 法 拉 F A?S*kg-'m7=? AsV~! 
常温 度 (摄氏 ) NE c =k = 273.15 一 


有 时 单位 可 能 太 大 或 太 小 ,在 这 种 情况 下 ,为 了 避免 太 多 
的 ”0 ,可 在 单位 符号 前 加 一 个 前 缀 。 通常 是 以 一 次 改变 单 
位 1,000 倍 的 符号 表示 〈 表 1.3)。 KKH, 0.000015 殉 分 于 可 写 
为 15 Hsiao Ft if 13,400 米 写 为 13.4 FHKo 

符号 加 上 前 级 ， 视 为 一 个 新 的 符号 ， 如 毫米 : 即 为 《10” 
米 ), 而 不 是 10 一 米 *。 因 此 ,在 前 缀 及 符号 之 间 不 留 空 档 , 没 


“ 2 4 


: oe, 


有 到 号 或 句点 。 但 在 衍生 单位 的 符号 之 间 要 留 一 空格 , BY 
了 清楚 起 见 , 常 常 在 两 符号 之 间 加 一 点 。 如 ms 为 毫秒 , 即 10- 
各 ,而 mes 为 米 X 秒 。 


5 Sl 联合 使 用 的 单位 


在 生物 化 学 工作 中 所 用 的 一 些 单位 ,由 于 用 惯 了 ,未 必 全 
- 部 都 要 加 以 取代 ,也许 它 们 与 SI 单位 结合 起 来 还 要 继续 使 用 
一 委 时 间 * 
HO) SI 制 的 容量 单位 当然 是 立方 米 〈ms)， 但 这 个 
单位 相当 大 ,在 生物 化 学 工作 中 仍 以 升 为 公认 的 容量 单位 。 
1 升 正 好 等 于 1 立方 分 米 (1 DRK=107 KOH 
1000 升 = 1 立方 米 一 米 ; 
1 Ft = 1 WHDRK=107°R!' 
12H = 1 WHE K=10°R 
1 微 升 = 1 立方 毫米 王 10? 米 : 
毫升 及 微 升 这 类 术语 还 要 在 本 书 中 使 用 ， 但 将 来 总 是 要 
淘汰 的 。 
克 《〈g) 正如 大 家 所 熟知 的 千克 一 样 ， 在 采用 一 个 新 
的 名 字 作 为 基本 单位 之 前 , 克 仍 将 被 视 为 -- 个 基本 单位 ,并 与 
前 绥 微 、 毫 结合 继续 使 用 。 


时 间 基本 的 SI 单位 的 时 间 是 以 秒 计 的 ,但 一 般 的 时 


间 单 位 (如 分 \ 相 时、 年) 在 方便 时 仍 可 使 用 。 


克 分 子 浓度 , 克 分 子 ( 量 ) 及 浓度 


根据 作者 的 经 验 , 在 克 分 子 量 、 克 分 子 浓 度 及 计算 上 ，, 包 
括 从 克 分 子 浓度 换算 至 一 定 体积 内 的 毫克 分 子 量 或 微克 分 子 
量 时 ,学 生 们 篆 会 遇 到 困难 , Alt, 在 着 手 作 含有 计算 的 实验 
前 ,应 对 本 市 充分 加 以 理解 。 


克 分 子 “， 化 学 量 的 基本 SI 单位 是 克 分 子 ， 它 的 定义 


是 : 以 克 为 单位 表示 的 化 合 物 的 分 子 量 , 这 个 量 与 体积 无 关 。 


1 克 分 子 一 以 克 为 单位 的 分 子 量 一 6X102 SF. 〈 亚 佛 


加 德 罗 常 数 )。 

“ROT "一 词 也 应 用 于 其 它 组 分 固定 的 粒子 ;如 原 子 , 离 
子 或 游离 基 , 以 及 分 子 等 。 

1 克 分 子 葡萄 糖 (分 子 量 王 180) 是 180 Fo 

1 克 分 子 请 蛋白 (分 子 量 王 68000) 是 68,000 克 ， 或 是 68 
公斤 。 
克 分 子 浓 度 〈 克 分 子 / 升 ) “物质 的 浓度 系 指 单位 体积 
中 所 含 物质 的 数量 。 在 生物 化 学 工作 中 ,数量 的 单位 是 克 分 
子 ， 体 积 的 单位 是 升 。 1 克 分 子 浓 度 的 溶液 定义 为 每 升 溶 该 
中 含 化 合 物 1 克 分 子 。 < 

1 克 分 子 / 升 王 每 升 溶液 中 含 某 物 质 的 重量 等 于 该 物质 
分 子 量 的 克 数 。 

克 分 子 浓度 的 符号 为 M(0.15M NaCl), (AH SI 单位 
制 ,这 个 符号 最 好 用 克 分 子 / 升 (NaCl 0.15 HO F/R 

重量 浓度 “有 时 测量 的 物质 没有 确定 的 组 分 ， 如 提取 
物 中 的 蛋白 质 或 核酸 。 在 这 种 情况 下 ,其 浓度 以 单位 体积 的 重 
量 表示 ,而 不 用 克 分 子 浓度 。 在 一 个 混合 物 中 有 生物 活性 的 
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化 合 物 , 其 分 子 量 未 确定 时 ,也 常 以 此 表示 ， 如 维生素 BR 
血清 免疫 球 蛋白 , 容量 的 单位 仍 是 升 , BUH ( 克 / 升 , 毫克 / 
升 , 微 克 / 升 等 等 ) 而 不 以 100 毫升 为 基础 表示 。“ 狗 ” 仍 在 使 
用 ,但 除非 明确 地 规定 ， 否 则 就 应 停止 使 用 ,因为 它 的 意义 不 : 
清楚 ,例如 2% 的 酯 酸 可 以 解释 为 : 
每 100 RKP A 2 克 酯 酸 ( 重 量 / 重 量 为 
每 1 00 毫 升 溶液 中 有 2 克 酷 酸 (重量 /体积 ) 
每 100 毫升 溶液 中 有 2 毫升 醋酸 (体积 /体积 六 s 
从 克 分 子 浓度 换算 每 毫升 克 分 子 数 在 许多 生物 化 学 
反应 中 ,必须 知道 物质 在 试管 中 的 克 分 子 数 , 这 很 容易 从 溶液 
的 克 分 子 浓 度 和 体积 计算 出 来 。 为 此 , 先 算出 1 毫升 中 物质 
的 克 分 子 数 , 然 后 乘 以 该 溶液 的 体积 。 下 列 关 系 值得 牢记 , 它 
是 每 次 将 克 分 子 数 及 体积 都 缩小 一 千 倍 得 出 的 。 
1 克 分 子 浓度 一 工 克 分 子 / 升 
一 工 毫 克 分 子 / 毫 升 
= 1 微克 分 子 / 微 升 。 
同样 地 ， 
1 毫克 分 子 浓 度 一 1 毫克 分 子 / 升 
一 1 工 微克 分 子 / 毫 升 。 
试 将 下 列 各 题 计算 出 来 ， 以 检查 你 是 否 已 掌握 了 这 些 概 
念 ,答案 在 附录 中 。 
1 .配制 100 毫升 的 1 克 分 子 溶 液 ， 需 要 多 少 克 葡 萄 糖 ? 
《葡萄 糖 的 分 子 量 王 180) 
2 .在 下 列 溶 液 中 每 毫升 含有 多 少 毫克 分 子 或 微克 分 子 ? 
(a) 6 克 分 子 / 升 尿素 ; 
(b) 0.15 克 分 子 / 升 氯 化 钠 ; 


1) 此 处 原文 为 100 克 水 或 100 毫升 水 。 一 一 译 者 


(c) 12 毫克 分 子 / 升 果糖 ; . 

(d) 0.2 毫克 分 子 / 升 三 磷酸 腺 苷 。 

3. II0 毫升 的 20 毫克 分 子 / 升 的 溶液 中 含有 多 少 克 甘 氧 
酸 ? (甘氨酸 的 分 子 量 一 75。) 


测量 的 准确 性 
误差 的 来 源 
凡是 实验 室 的 工作 都 包含 一 些 形式 的 测量 ， 由 于 所 有 的 


测量 都 易于 出 现 误 差 ， 所 以 应 对 可 能 存在 的 误差 来 源 有 所 了 
解 。 


人 为 的 误差 ”这 种 误差 可 能 由 于 条 件 控制 不 严 ， 实 验 


设计 不 周 所 致 。 例 如 ,在 很 多 生物 试验 中 ,环境 的 温度 和 亮度 
对 研究 的 系统 有 明显 的 影响 ,因此 ,必须 小 心 控制 。 实 验 必 须 
在 这 种 方式 下 安排 , 即 每 次 只 能 引入 一 个 变化 的 因素 ,而 其 它 
所 有 的 因素 都 在 实验 中 保持 恒定 。 

人 为 误差 通常 来 自 读 数 不 够 仔细 或 对 弯 月 面 的 位 置 判断 
不 当 。 所 以 ,许多 仪器 的 指针 后 面 ， 刻度 盘 上 有 一 面 镜 子 , 4 
指针 和 它 的 镜像 重 且 在 一 起 时 ,就 得 出 正确 的 读数 。 A 
商 在 他 们 生产 的 仪器 上 装 有 数字 显示 器 ， 这 样 就 不 再 需要 去 
看 指针 的 偏转 。 目前 还 没有 数字 显示 的 吸管 ; 而 对 吸管 中 液 
柱 读数 的 错误 ， 在 生物 化 学 实验 中 ， 可 能 是 最 主要 的 误差 来 
源 之 一 (如 图 1.1)。 只 要 在 工作 中 小 心 仔细 ,这 些 大 为 的 误差 
是 可 以 避免 的 。 

仪器 的 限制 某 一 仪器 特定 部 位 的 精确 度 通 稼 是 已 知 
的 ,一 般 是 允许 的 。 例 如 ,一 个 10 毫升 的 刻度 吸管 , 它 的 误差 
可 能 是 0.2% , 在 这 种 情况 下 , 可 以 十 分 准确 地 吸取 大 量 的 溶 
液 ;如 9.2 毫升 ,但 如 用 它 来 吸 量 0.1 毫升 盗 液 , 则 误差 可 能 高 
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图 :1.1， 读 数位 置 不 当 引起 的 误差 


达 20%。 这 些 误差 是 已 知 的 ,可 以 估计 到 的 。 
标准 与 空白 “为 了 在 测定 中 取得 尽 可 能 准确 的 数值 ， 


”必须 把 误差 减 到 最 小 的 限度 。 在 工作 中 细心 操作 和 使 用 标准 


溶液 ,就 可 能 取得 这 样 的 效果 。 在 每 次 试验 中 ,即使 使 用 标定 
过 的 仪器 以 及 标准 试剂 ， 也 应 平行 对 被 测 物质 的 标准 盗 沪 进 
行 测试 , 测 出 的 数据 应 在 真 值 的 可 接受 的 限度 之 内 ,这 是 检验 
一 个 方法 准确 程度 的 有 效 手 段 。 标 准 溶 芒 与 待 研究 的 溶液 以 
同样 的 方式 处 理 ， 于 是 即 可 测 出 一 个 所 测 的 景 与 浓度 有 关 的 
标准 曲线 。 测定 试 芒 所 得 的 数值 应 在 标准 曲线 的 范围 之 内 ， 
即 可 读 出 试验 的 数值 。 通 常 容量 分 析 的 测定 中 只 含有 一 个 标 
准 , 或 者 就 用 事先 做 好 了 的 标准 曲线 即 可 。 


家 二 4 血清 所 化物 的 测定 
HEED FAD ie 
“实验 值 均值 


1 102 102 
2 104 103 
3 106 | 104 
4 104 - 104 
5 103 | 104 
6 105 | 104 


任何 测定 都 必须 带 有 空 : 白 溶液 ， 它 是 以 等 体积 的 蒸 俯 水 
代替 要 测定 的 物质 ， 并 完全 按照 试验 管 和 标准 管 的 条 件 进 行 
处 理 。 由 于 所 得 的 空白 值 是 来 自 使 用 的 试剂 ; 而 不 是 来 自 被 
测 的 物质 ， 所 以 在 最 后 计算 时 必须 把 它 从 测定 管 和 标准 管 的 
数据 中 减 掉 。 空 白 及 标准 的 实际 应 用 ， 在 本 书 许多 比 色 测 定 
中 有 详尽 的 说 明 ， 但 对 酶 的 反应 , 需 使 用 数 个 室 白 及 对 照 物 ， 
这 些 将 在 讨论 酶 的 章节 中 另 加 论述 。 

随机 误 兰 ” “最 后 ， 还 要 讲 一 讲 一 些 无 法 预测 的 随机 误 
差 。 当 一 个 人 在 同一 条 件 下 进行 多 次 测定 时 ， 这 种 误差 使 得 
每 次 的 结果 都 有 很 小 的 差异 。 随 机 误差 可 以 用 大 量 的 测定 和 
计算 平均 值 的 办 法 使 之 明显 降低 ( 表 1,4)。 一 般 情况 下 ,两 次 
测定 的 两 个 数值 相近 就 足够 了 。 例如 , 做 标准 曲线 时 的 诸 读 
数 一 般 就 是 这 样 得 到 的 。 重复 试验 的 相符 程度 称 为 精确 度 ， 
精确 度 与 准确 度 含 意 不 同 , 因 为 测量 可 能 高 度 精 确 ;但 由 于 仪 
器 和 技术 的 不 完善 而 不 准确 。 

但 在 很 多 情况 下 ， 精 确 度 并 不 像 实例 ( 表 1.4) 中 那样 完 
美 , 所 得 结果 可 能 非常 分 散 ,能 对 所 得 读数 的 分 散 度 作 一 些 测 
量 是 很 有 用 的 。 为 此 , 现 介绍 一 些 统计 学 的 基本 概念 

下 列 方 程式 是 由 统计 学 理论 得 来 的 ， 这 些 方程 式 是 作为 
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测定 值 为 x 的 次 数 


1.2 ” 测 值 正 态 或 高 斯 分 布 曲线 


工具 用 的 ,在 此 不 想 加 以 推导 。 


正 态 分 布 曲线 


如 对 某 个 量 〈\x) 进行 非常 大 量 的 测量 ， 那 就 能 画 出 测 值 
x 和 测 值 为 x 的 次 数 间 关 系 的 一 条 曲线 《图 1.2)， 测 量 结果 
的 这 种 正 态 或 高 斯 分 布 具 有 下 列 特 征 。 

Lex 曲线 是 对 称 的 。 曲线 在 均值 处 有 一 最 大 
值 。 
2 HHA TA E X +6 和 大 一 9 处 。 全 部 测 值 的 68 匈 
位 于 图 上 交叉 线 区 域 症 3 里 面 

3. 在 此 曲线 上 ,全 部 测量 值 的 95 多 在 画 线 的 区 域 e426 
范围 内 ,全 部 测量 值 的 99 多 在 区 域 xt30 范围 内 。 

标准 差 〈SD) 6 的 数值 就 是 标准 状 ， 它 是 预期 结 果 
的 分 散 度 的 一 种 度量 ,可 以 从 个 别 结果 (x，xz，2…'xa) 计算 
出 来 。 设 测定 的 次 数 为 n)，, BEA (x), WI 


天 一 (xi + x, 十 x……. +x,)/n = 2 x,/n 
用 d 表示 和 任 一 测 值 和 均值 的 差 ,那么 
d; =x, — xX, 
d, = x, — X, 


d,; = x, — xX, 


dn = Xp — Ko 

偏差 的 平方 和 称 为 差 方 和 , 它 被 测量 样品 数目 除 , 就 得 均 

方差 《5 )o 
ee ee ae 

均 方 差 的 平方 根 就 是 标准 差 〈《5) 

但 是 ,不 进行 无 限 次 的 测量 ,就 不 能 精确 地 知道 均值 和 
标准 差 (5)。 在 实践 中 只 可 能 进行 有 限 次 的 测量 ， 从 有 限 次 
数 的 测量 ,用 均 差 平方 和 除 以 自由 度数 (on 一 1 多 不 是 测 值 数目 
n)， 就 能 算出 总 体 方差 的 近似 值 。 

_ 计算 每 一 个 测 值 与 均值 的 差 值 , 是 相当 麻烦 的 ,但 用 下 式 
可 以 比较 容易 地 从 x 值 之 和 (2x) 和 > 值 之 和 (3x ) 算 出 均 方 
差 和 标准 差 。 

eran ax’ 一 (2x)?/n 


i a 
均值 的 标准 误差 (SEM) ， 但 是 均值 通常 是 由 各 个 个 
别 的 测 值得 到 的 ,知道 这 个 数值 和 总 体 均值 之 间 的 差别 , 比 知 
道 结 果 的 分 散 度 更 为 重要 。 从 有 限 数目 的 标本 决定 总 体 均值 
时 ,均值 的 标准 误差 (Om) 给 出 可 能 的 误差 的 估计 值 。 
6m = 6/4/ 0 : 
由 此 可 见 , PABA, 则 SEM 愈 小 , 愈 接近 无 限 次 数 
测量 的 “真正 的 ”均值 。 


° 10 。 
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生物 学 变异 
诸如 纯 液 体 的 密度 或 粘度 之 类 物理 量 ， 可 以 在 实验 室 里 
测量 ,得 到 的 数值 和 真正 数量 不 相 上 下 ,也 会 观察 到 一 些 无 规 


则 的 变异 ,但 只 要 小 心 , 这 种 变异 应 是 非常 小 的 。 所 以 ,只 要 


作 少 数 几 次 测量 , 就 能 算出 它们 的 均值 。 但 是 在 生物 学 领域 
里 ,许多 测量 并 非 如 此 , 这 里 常常 没有 单一 的 真 值 ”, 而 有 一 
个 所 谓 “ 正 常 值 的 范围 。 许多 测量 都 服从 对 称 的 “ 正 态 分 
布 ”， 可 以 应 用 简单 的 统计 方法 。 此 时 ， 正 常 值 范围 通常 从 
(x — 26) 开始 到 (xz 十 26) Kiko 在 此 范围 内 包括 全 部 测 
值 的 9%5 多 (图 1.2)。 AM, 分 布 是 稚 斜 的 ”就 需要 进行 比较 
复杂 的 数学 处 理 。 

Fete 在 一 些 生 物化 学 实验 中 ， 一 个 实验 是 否 
使 某 二 被 测 值 产生 了 有 意义 的 变化 ， 或 者 测 得 的 这 个 数值 是 
否 出 于 偶然 , 这 一 点 是 非常 重要 的 。 一 个 自称 为 “学生 WR 
国 统计 学 家 设计 了 一 种 简单 的 测验 方法 ， 通 过 分 析 结 果 中 经 
BHOANWDRE ,测定 一 个 样品 是 否 来 自给 定 的 总 体 的 概率 。 

我 们 已 经 看 到 ,测量 次 数 非常 大 时 ,均值 的 标准 误差 接近 
于 总 体 的 标准 误差 (xz 十 em)， 但 是 大 多 数 实验 只 能 包含 比 
较 少 的 样品 ,而 样品 的 均值 (m) 是 与 真 均值 有 关系 的 。 

m=—xitt-: dm 
或 
m=xtt- WAT | 
式 中 站 是 样品 的 标准 误差 ?2, 0 是 测量 次 数 。 
从 自由 度数 (na 一 1) 就 能 在 统计 学 用 表 上 查 得 的 概率 ， 


1) 原文 误 为 s。 译 者 
2) 原文 deviation 应 为 error。 一 -一 译 者 


‘30% 


概率 0.05 说 明 样 品 和 总 体 相同 的 机 会 是 5% OEE, WSR t 值 
降低 到 概率 为 0.01 的 水 平 , RATA ARAM 
有 上 多, 在 生物 学 中 常常 用 这 两 个 概率 作为 置信 限 。 如 果 二 
者 相同 的 概率 为 6.05， 就 认为 结果 是 有 意义 的 ， 如 果 二 者 相 
同 的 概率 为 0.01， 那 么 结果 是 非常 有 意义 的 。。， 4 

分 别 由 有 限 次 数 的 测量 构成 的 二 组 样品 ， 可 以 直接 进行 
比较 ,其 + 值 用 下 列 公式 算出 : ome: 

aye: jst 3 n, — 1 )s? P:\qi2 

r= G8) /| (= Det Dag 2) | 
如 果 二 组 样品 测量 次 数 相同 (0, = n)， 上 式 可 简化 为 : 

t= (% — %)/{(st + s3)/n}? 


容量 玻璃 仪器 


玻璃 仪器 的 情况 ”要 想 把 实验 做 准确 二 仔细 的 清洗 玻 ， 
璃 器 严 是 很 重要 的 。 仪 器 用 过 之 后 ,要 放 在 含有 肥 找 或 去 污 剂 
的 温水 中 洗涤 干净 , 然后 用 自来水 及 蒸馏 水 彻底 冲洗 。 二 定 
要 洗 净 残留 的 去 污 剂 , 因为 它 对 某 些 实验 有 干扰 。 MSM 
器 ， 首 先 要 用 一 块 经 三 氯 甲 烷 或 茶 浸 泡 过 的 碎 布 将 上 面 的 油 ， 
SEH. 然后 用 铬 酸 洗 液 浸泡 过 夜 。 非 常 脏 的 仪器 ;如果 用 铬 
酸 洗 液 浸泡 无 效 的 话 ， 则 可 用 浓 硝 酸 与 硫酸 的 混合 液 淄 泡 清 
洗 。 所 有 痕 量 的 清洗 剂 都 要 用 水 反复 冲 去 ,然后 再 用 蒸 饮水 冲 、 
洗 数 次 。 一 般 的 玻璃 仪器 可 放 在 烘箱 中 烘 干 , A 
器 则 不 可 加 热 , 而 是 用 小 量 乙醇 冲洗 ,然后 再 用 乙醚 洗 一 下 ， 
最 后 在 热气 流 中 干燥 。 

吸管 的 类 型 ”了 吸 管 按 其 准确 度 划 分 为 甲 级 或 乙 级 ， 甲 
级 吸管 是 最 准确 的 ,它们 的 公差 限度 明确 地 规定 为 : 2 毫升 
是 士 0.01 毫升 ，25 毫升 是 士 0.02 毫升 ，50 FH + 0.04 
毫升 。 有 国际 物理 学 会 颁发 的 标准 证 书 的 甲 级 吸管 是 最 准确 
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(2) 球 型 吸 答 


th > ee 
. , miD 20°C 


(>) WERE 
图 1.3 普通 分 析 吸管 
的 。 己 级 吸管 的 准确 度 虽 然 稍 差 , 但 对 大 多 数 的 用 途 还 是 十 
分 满意 的 , 尤其 是 在 经 过 使 用 人 标准 之 后 。 吸管 的 校准 很 容 


易 进 行 , 即 将 吸管 在 室温 吸 满 营 馏 水 ,然后 将 它 排 人 一 个 称 量 


瓶 中 , RRO SEE, 进行 称 量 , 并 小 心 注意 水 的 温度 , 吸管 中 


”的 容量 即 可 在 不 同 温度 下 ， 由 已 知 水 的 重量 计算 得 出 《参看 


Vogel, A. 工 著 的 教科 书 《无 机 定量 分 析 》)。 显 然 , MERE 


“中 咨 芒 的 温度 与 校准 时 的 温度 有 较 大 不 同时 ， 其 结果 会 有 很 


天 的 偏差 , 一 般 校 准 的 温度 是 摄氏 20 度 , 这 已 在 吸管 上 标明 
Tes 

BRLE> ”” 移 液 吸管 都 标 有 D 字 ; HABER OR 
1.3(a)] ， 使 用 时 先 以 少量 的 欲 使 用 的 溶液 冲洗 数 次 ,然后 吸 
满 溶液 至 刻度 稍 高 一 点 处 ,再 把 溶液 放 至 正好 在 刻度 处 , 管 尖 
小 心地 用 滤纸 擦 干 ， 把 液体 放 人 适当 的 器 严 中 ， 吸 管 口 触 在 
容器 壁 上 , 待 液体 流 完 后 达 15 秒 钟 再 离开 。 精确 的 吸管 , HE 
出 的 时 间 是 规定 好 的 ,并 标 刻 在 吸管 的 球 上 , 头 上 会 稍 留 一 点 
溶液 ,但 无 需 歇 出 。 
刻度 吸管 ” 这 是 一 种 内 径 :一 致 的 玻璃 管 ， 沿 着 它 的 长 
度 标 着 间隔 均等 的 刻度 。 校 准 刻 度 之 间 相 隔 的 距离 要 按 管子 


1) 移 液 吸 管 应 译 为 印 量 吸管 ,但 译作 移 菩 吸管 更 为 大 家 所 惯用 。- 一 一 译 者 


si bs ¢ 


的 规格 而 定 [如 图 1.3(b)]， 它 们 一 般 是 用 于 生化 测定 申 的 堆 
星 (不 固定 的 ) 容 量 s 溶液 的 务 出 是 让 它 由 一 个 刻度 到 另 一 个 
刻度 。 只 要 仔细 操作 ;此 吸管 的 印 出 量 可 相当 准确 。 最 好 使 用 
一 支 工 毫升 的 吸管 去 量 取 0.9 BH, 而 不 用 一 支 10 毫升 的 吸 
管 去 量 取 0.9 毫升 大 多 数 的 吸管 都 是 经 过 校准 的 , HUGO 
上 留 有 一 点 溶液 ,与 球形 吸管 一 样 ,无 需 吹 掉 。 一 些 血 清 用 的 
吸管 ,在 其 顶端 带 有 一 磨砂 环 , 为 得 到 准确 的 吸 量 , 吸管 中 最 
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ass. B 20°C 0.5ml 
(p) 奥 氏 一 福 林 吸 管 (容量 待 标定 ) 
(e) 奥 氏 一 福 林 吸 管 (容量 待 标定 ) 


(4) Mi RE ARE 0.1,0.2 毫升 ) 


(e) 窦 腰 吸 管 ( 容 量 待 标定 ) 


1.4 微量 吸管 


”天 一 滴 深 液 是 要 吹出 的 。 另 有 一 种 改进 的 吸管 ,只 有 两 个 刻 
度 ,通常 都 在 球 的 两 边 [ 如 图 1.4(a)]。 

“得 量 吸管 ”微量 吸管 多 用 于 生物 化 学 测定 ， 因 为 常常 
只 能 得 到 少量 的 测定 物 。 微 量 吸管 常用 来 吸 量 血 液 和 血清 。 吸 
量 这 种 粘性 的 液体 时 ， 使 用 奥 氏 吸管 最 为 方便 ， 这 种 吸管 每 
单位 容量 的 表面 要 少 于 普通 吸管 ， 没 有 阻碍 排 液 的 肩 角 和 毛 
细 管 ;普通 吸管 ,血液 易 留 于 管 壁 上 或 管 口上 ,以 致 放出 的 量 
少 于 应 该 放出 的 量 , 当 移 液 量 在 0.1 STEAM, 就 会 产生 明 
显 的 误差 , 这 时 可 以 使 用 一 支 奥 氏 - 福 林 吹 出 吸管 【如 图 1.4 
(6 和 了 B 表 示 吹 出 ,为 了 避免 与 容量 校准 的 乙 级 吸管 相 混淆 ， 
”在 它 的 尾部 有 一 个 磨砂 玻璃 环 。 

血液 及 其 它 粘性 的 液体 经 常 使 用 容量 校准 过 的 吸管 来 量 
取 ; 这 类 吸管 有 标记 (In Rc), 表示 容量 , 它们 的 外 观 类 似 于 
PRS KH A 1.4(c)]。 由 于 血液 吸入 管内 时 在 球 
MEAS ; 故 用 直 膛 的 吸管 [图 1.4(d)] 更 好 。 这 种 吸管 
在 0.1 毫升 或 0.2 毫升 处 刻 有 标记 ,后 面 常常 衬 以 白 瓷 釉 。 一 
种 带 自动 零点 的 吸管 目前 被 广泛 地 使 用 (图 1.4(e))。 管 径 上 
有 一 段 收 缩 带 , 这 种 吸管 吸 满 溶液 时 , 会 自动 排放 至 收缩 处 ， 
而 不 会 越过 它 。 这 种 类 型 的 吸管 是 准确 地 量 取 微 升 量 的 理想 
吸管 。 所 有 这 三 种 吸管 的 使 用 方法 均 相 同 , 吸取 的 方法 与 一 
般 吸管 二 样 , 当 小 心地 掠 干 外 面 之 后 , 放出 内 容 物 , 并 用 已 知 
量 的 试剂 冲洗 吸管 数 次 ,最 后 吹出 。 

值得 提醒 的 是 : 有 些 奥 氏 - 福 林 吸 管 是 根据 印 量 校准 的 ， 
标 有 Ex 或 D 字 样 , 切 不 可 把 它们 与 上 述 [图 1.4(b), (c)] 相 
混淆 。 

微量 注射 器 也 经 常用 ， 在 生物 化 学 工作 中 用 以 转移 小 量 
的 液体 。 

滴定 管 ” ”这 种 移 液 管 能 准确 地 放出 零星 小 量 的 液体 ， 
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用 诗 容 量 分 析 。1、2 及 5 毫升 的 微量 消 定 管 在 生物 化 学 分 析 
中 是 常用 的 , 其 校准 方法 与 吸管 相同 。 此 种 容量 的 滴定 管 应 
有 狭小 的 管 口 ,以 使 每 次 滴 出 的 液体 体积 尽量 小 些 。 在 20 毫 
升 的 容量 滴定 中 , 2 滴 (0.1 BH) 的 误差 并 不 算 大 ,但 在 工 毫 
升 的 滴定 中 , 2 滴 的 误差 就 相当 可 观 了 。 微量 滴定 管 管 径 狭 
小 ;在 读数 之 前 ,要 有 一 定时 间 使 液体 排 至 所 需 的 刻度 。 和 吸 

管 一 样 ， BRC EAE TAD ELE CO RE 
轻 接 触 的 方法 使 之 流出 。 


$4 ， 量 简 在 教学 实验 室 中 常 被 误 用 ,因而 有 “ 懒 学 生 


吸管 ”的 绰号 。 量 简 不 能 作为 吸管 或 滴定 管 的 代用 品 ,因为 它 
不 能 倒 出 标 出 的 体积 ,只 是 个 量 器 ;不 过 在 准确 度 要 求 不 高 的 
情况 下 , 它 可 以 用 来 量 取 较 大 体积 的 液体 。 ， 

Sth ”容量 瓶 是 在 特定 的 温度 下 ， 通 常 为 20"C, 校 、 
准 至 装 量 体 积 的 测量 容器 。 好 的 容量 瓶 有 一 个 狭窄 的 瓶颈 ; 转 
绕 着 瓶颈 刻 有 一 圈 细 线 ,这 使 液 面 能 得 到 准确 的 调节 ,从 而 加 
免 了 因 视 差 引起 的 误差 校准 的 方法 是 先 称 量 空 的 量 瓶 ; 然 后 
在 室温 中 装 满 蒸馏 水 再 称 量 ， 于 是 量 瓶 的 体积 即 可 以 计算 出 
来 。 附 着 在 校准 刻度 线 以 上 玻璃 壁 上 的 液 滴 必须 去 掉 ; 因 为 它 
”会 引起 误差 。 

在 加 溶剂 到 刻度 之 前 ,要 首先 肯定 所 有 的 固体 都 已 溶解 ， 
这 是 极端 重要 的 。 如 果 化 合 物 的 溶解 有 困难 ,那么 ;悬浮 液 就 
要 先 在 烧杯 中 加 热 , 然 后 冷却 至 室温 ,才能 倒 人 量 瓶 内 。 量 瓶 
只 要 加 热 过 , 就 会 变 成 一 个 普通 的 瓶子 ,再 不 能 测量 容积 了 。 
所 以 它 绝对 不 能 放 在 烘箱 中 加 热 烘 干 。 | 


x eH 记 录 


取得 准确 的 实验 结果 ,事情 并 没有 做 完 。 实验 室 工作 的 
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“目的 是 要 把 结果 和 观点 以 别人 能 理解 的 方式 报告 出 去 。 做 好 
实验 记 录 是 定 出 更 严格 的 科学 论文 的 一 项 有 益 的 中 Boot 
197d claire : ‘a 


实验 结果 的 记录 aise aps 

实验 登记 本 ”大 硬 皮 本 可 ”是 最 适合 的 。 活 页 本 插 式 
表格 或 图 解 比 较 方便 ,但 是 容易 丢失 。 留 几 页 空白 纸 为 写 目 录 
用 ,目录 上 应 写 上 试验 的 日 期 ,题目 和 页 数 。 

试验 报告 有 各 种 不 同 的 格式 ， 下 列 标题 见于 大 多 数 的 生 
化 研究 论文 中 ,有 些 试验 把 两 个 部 分 放 在 一 个 标题 之 下 ,如 方 
法 和 结果 ,或 结果 和 讨论 ,但 这 要 随 研究 的 内 容 而 定 。 

引言 ”所 有 的 试验 都 要 有 标题 ， 连 同日 期 一 并 写 在 第 
一 页 的 上 端 ， 标 题 要 简明 并 能 使 人 看 了 可 以 清楚 地 理解 试验 
的 目的 。 

每 个 学 生 都 应 明白 实验 目的 是 什么 。 把 实验 目的 写成 简 
短 的 话 ,这 也 是 一 项 很 好 的 练习 。 

材料 或 仪器 “ “所 用 的 试剂 和 设备 应 当 说 明 ， 包 括 特 殊 
仪器 的 有 关 图 解 。 记录 试剂 时 , 要 如 免 使 用 商品 名 称 或 不 通 
用 的 俗名 。 

试验 或 方法 ”要 写 明 你 在 试验 过 程 中 实际 做 了 什么 
而 不 要 抄录 书本 或 实验 指导 。 

试验 的 描述 必须 简练 ,但 又 必须 提供 充分 的 资料 。 这 样 ， 
别人 才能 重复 你 的 试验 。 

结 进行 一 项 试验 ;总 会 得 出 一 些 结果 ,下 一 步 就 是 
描述 这 些 结果 。 在 结果 中 应 说 明 看 到 了 什么 ,而 不 一 定 是 书 上 
要 求 观 察 到 的 。 结 果 的 说 明 一 定 要 详细 。 只 说 在 该 试验 中 形 
成 了 黄色 的 沉淀 物 是 不 够 的 ， 沉 淀 物 的 确切 颜色 是 什么 ， 亮 
黄 , 黄 -- 桔 黄 等 等 ,沉淀 物 是 重 的 , 轻 的 ,是 胶 冻 状 的 还 是 颗粒 
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状 的 ;沉淀 物 形成 的 时 间 , 立 即 还 是 慢 慢 地 , 热 时 还 是 少时 .这 
些 方面 看 起 来 似乎 是 很 明显 的 ,但 却 并 不 总 是 为 大 们 所 重视 。 
如 果 学 生 以 后 从 事 研 究 工作 ， 那 么 训练 他 们 报告 在 试验 审 实 
际 发 现 的 一 切 是 极 重要 的 。 在 研究 工作 中 ，, 那些 出 乎 意料 的 
现象 常常 最 有 价值 , 因此 , 要 有 确切 的 记录 ,以 便 实 验 可 以 重 
复 进 行 。 ease 

可 能 有 这 样 的 记录 : “ 杀 死 老鼠 ;取出 肝脏 ”。 KERR 
i) KRHA, 年 龄 及 重量 都 要 给 予 说 明 。 KARE 
饥 俄 的 还 是 进食 的 , 事先 做 过 什么 处 理 ? 大 鼠 是 怎样 被 杀 死 
的 9 了解 上 述 的 因素 ,对 结果 的 阐明 可 能 是 十 分 重要 的 ,所 以 “ 
必须 报告 清楚 。 

讨论 及 结论 ”， 讨 论 不 是 对 结果 的 重 述 ， 而 是 根据 结果 
进行 逻辑 性 的 议论 。 在 实验 的 引言 中 提出 二 个 间 题 , 然后 看 
这 个 问题 在 讨论 中 能 被 解答 到 什么 程度 ,往往 是 很 有 痊 的 。 

最 后 ,总 要 得 出 一 个 结论 。 结 论 一 定 要 简单 扼要 。 


表 和 图 

表 ”实验 的 结果 按 其 数据 的 性 质 ， 以 表 或 图 的 形式 加 
以 总 结 。 表 格 应 顺序 编号 ,并 有 说 明 内 容 的 标题 。 有 时 还 应 有 
更 详尽 的 说 明 直 接 附 在 标题 下 面 ， 结 果 中 使 用 的 单位 应 列 于 
每 一 列 数字 的 上 端 , 而 不 要 在 表格 的 每 一 行 中 重复 ,这些 单 位 
的 大 小 需 经 过 调整 ,以 便 表 中 的 位 数 合适 。 浓度 0.0072 克 分 
子 / 升 , 最 好 在 标题 “浓度 (毫克 分 子 / 升 ) 下 写成 72， 或 在 标 
题 “<104X 浓度 ( 克 分 子 / 升 )” 下 写成 72。 

图 ”在 报告 里 附 有 特殊 仪器 的 简 图 ,常常 是 值得 的 。 另 
外 , 层 析 或 电泳 结果 的 图 , 或 者 纯化 过 程 的 流程 图 , Icke 
文字 氢 述 能 说 明 更 多 的 问题 。 一 般 说 来 , 最 好 以 图 的 方式 表 
示 实 验 数据 , 因为 它 比 表格 更 能 记录 大 量 的 观察 结果 。 Ae 
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。 。 表 更 容易 综合 实验 结果 。 例如 。 点 和 光滑 曲线 吻合 的 程度 ， 
能 给 出 实验 中 随机 误差 的 概况 。 另外 ， 图 能 清楚 地 表示 出 
测量 中 的 不 连续 性 ， 而 数字 构成 的 表格 可 能 不 易 把 它 显 示 出 
- 来 oj 出 

直线 图 RY Mx 的 关系 类 似 于 等 式 。 

y =mxtc 

那么 ,以 y 对 x 作 图 , 产生 一 条 直线 。 直线 的 斜率 是 m, 

Ze Y 轴 上 的 截 距 是 c( 图 1.5)。 


Y4. 


? —c/m 


图 1.? BR G@=mx+c) 的 图 


VAX 之 间 的 关系 在 许多 情况 下 并 不 是 线性 的 ， 但 常 党 
在 对 数据 进行 简单 处 理 后 , 便 得 到 线性 图 形 。 本 书 给 出 一 些 
这 类 处 理 的 例子 ,如 第 四 章 的 比 耳 - 朗 伯 定律 , 第 九 章 的 酶 动 
DEWAR Bo 
如 何 作 图 ”在 许多 实验 里 ,系统 地 改变 一 个 数量 ,如 浓 
度 、pH 或 温度 ， 然 后 测定 这 种 变化 对 另 一 量 的 作用 , 此 已 
知 量 叫 作 自 变量 ,未 知 量 或 被 测量 叫 作 因 变量 。 作 图 时 , 自 变 
量 常用 水 平 轴 (x) 表示 ， 因 变量 用 垂直 轴 (y) 表示 。 下 面 是 
作 图 的 若干 要 点 。 


1 .为 清晰 起 见 , 坐 标 轴 的 分 度 要 选择 得 当 , 务 使 图 形 位 于 
45 度 左右 的 位 置 上 。 

2. 图 的 标题 要 清楚 ,合适 。 坐 标 轴 上 标明 数量 和 单位 。 

3. 分 度 的 数字 要 简单 ， 如 10 毫克 分 子 / 升 , 比 以 0.01 页 
分 子 / 升 或 10000 微克 分 子 / 升 表示 更 好 。 

4. 用 比较 明确 的 符号 (O.@ 0. Aa) 标 出 实验 测 
出 的 诸 点 位 置 ,不 要 用 X 、\ 十 或 点 . 。 


jj 
© (10"0 2000 3000 496A obe Soto 


底 物 (微克 分 子 / 升 ) 
4 AChE 活性 . 
图 1.6 绘制 得 多 么 错误 的 图 ! 
5. 各 点 之 间 间 隔 的 距离 尽 可 能 相等 ， 最 好 不 要 挤 在 一 起 - 
或 彼此 分 得 太 开 。 
6. 用 连续 的 光滑 曲线 或 直线 把 各 点 连 在 一 起 。 - 
7. 各 点 的 符号 大 小 应 当 表达 出 有 关 数 值 的 可 能 误差 ， 因 
为 自 变 量 一 般 是 准确 地 已 知 的 ， 故 有 时 结果 可 以 用 垂直 的 线 
或 棒 表 示 ，, 线 或 棒 的 长 度 由 因 变 数 的 误差 决定 。 
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图 1.6 是 一 张 画图 不 得 法 的 实例 ， 此 图 共有 16 个 错误 ， 
根 根 上 面 所 说 各 点 和 你 自己 的 常识 ,看 看 你 能 找 出 哪些 错误 ， 
答案 见 本 书 的 附录 。 
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Se pH 和 缓冲 溶液 
we Mia 


定义 
酸 和 碱 = ALBA (Bronsted) 及 劳 里 《Lowry) 等 大 
发 展 起 来 的 酸 和 碱 的 现代 概念 是 : “ 酸 是 质子 的 供 体 。 碱 是 质 
子 的 受 体 。 所 以 ,每 个 酸 都 有 一 个 结合 碱 。 
pet + Ht 
碱 ”凡是 在 解 离 时 能 产生 氨 氧 根 离 子 的 化 合 物 都 是 
碱 。 
KOH==Kt + OH- 
两 性 电解 质 。 有些 离 子 可 以 起 到 酸 和 碱 两 者 的 作用 
(#21), 这 些 离子 就 是 两 性 电解 质 ,或 者 说 它们 是 两 性 的 。 
写 出 上 述 酸 、 碱 平衡 的 反应 式 尽管 很 容易 ,但 是 质子 并 不 
以 这 种 形式 存在 ,它们 通常 都 是 深 剂 化 的 ,例如 ,在 水 溶液 里 ， 
氢 离 子 以 水 合 氢 离 子 (H,0') 的 形式 存在 。 
H* 十 H,O==H;0t 


2.1 某 些 酸 和 碱 的 例子 


HCl 一 >H+ + CIL- 
CH,COOH 二 >H+ + CH,COO- 
NH+ 二 >H+ + NH, 
H,CO, 二 >H+ + HCOz 
HCO, 二 >H+ + CO; 
HO 二 >H+ + OH- 
H,O<> Ht + HO 
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酸 和 碱 的 强度 


强酸 或 强 碱 ， ”这 些 化 合 物 在 溶液 中 完全 解 离 ,因此 , 游 
离 的 五 "或 oH 的 浓度 和 酸 或 碱 的 浓度 相同 。 
强酸 (硝酸 ) HNO, 一 >H+ + NO; 
强 碱 ( 氨 氧 化 钠 ) NaOH—>Nat + OH 
弱酸 或 弱 碱 这样 的 化 合 物 仅 部 分 地 解 离 ; 游 离 的 Ht+ 
和 OH- 的 浓度 依赖 于 它们 的 解 离 常 数 。 
弱酸 (甲酸 ) HCOOH—>Ht + HCOO- 
弱 碱 ( 共 胺 ) CeH5NH; + Ht==C,H;NHi 
”溶剂 与 所 离子 结 合 的 能 力 影响 酸 或 碱 的 强度 ,因此 ,一 个 
化 合 物 在 一 种 溶剂 中 可 以 起 到 弱酸 的 作用 ， 而 在 另 一 溶剂 中 
则 起 强酸 的 作用 。 例如 , 醋酸 在 水 溶液 中 是 弱酸 , 而 在 液 氨 
中 ,由 于 质子 与 溶剂 的 迅速 结合 , 则 是 强酸 。 所 以 , 酸 的 强度 
不 仅 取决 于 其 结合 碱 的 强度 , 还 取决 于 介质 的 介 电 常数 。 然 
而 在 生物 系统 中 所 涉及 的 都 是 水 溶液 ， 在 本 书 中 所 说 的 酸 的 
强度 ,都 是 指 以 水 为 溶剂 的 。 


氧 离子 浓度 和 pH 


pH 的 定义 


多 数 溶液 的 氧 离子 浓度 是 极 低 的 。 1909 年 素 伦 森 (Sepr 
enson) 使 用 了 pH 一 词 ， 很 方便 地 表示 了 和 氢 离子 的 浓度 , 吉 
免 了 许多 繁琐 的 数字 。 严格 地 说 ，pH 是 氢 离 子 活 度 的 负 对 
数 ,但 实际 上 通常 都 是 取 氢 离子 浓度 , 因为 除 强酸 溶液 外 , 氢 
离子 的 浓度 和 它 的 活 度 是 相同 的 。 

以 人 血 的 pH 为 例 , 它 的 正常 氢 离 子 浓度 是 0.000000025 
克 分 子 / 升 ,这 一 数字 以 _pH7.4 表示 更 方便 。 


amas 


m3 ([H*] = 0.000000025 ae 
= 25 X 107 HOF/F 
on 血浆 的 pH = —log(2.5 X 1077) 
= 7.4 
水 的 解 离 
K。 的 推导 “从 电导 测 得 水 只 有 极 微弱 的 电离 ,在 25 
时 的 氢 离 子 浓 度 只 有 10°? 克 分 子 / 升 。 
H2O =~ Ht + OH” 
水 解 离 时 的 平衡 tO FF: 
K [IEH JIOH- ] 
[H,0] 
水 的 浓度 实际 上 是 恒定 的 , 故 可 以 写 为 : 
= [H*][OH 7] 


水 的 离子 积 在 25% 时 是 10", 因此 ， 纯 水 的 pH 在 25°C 


时 是 7。 
[H*] = [OH"] = 107 
pH = — log, [H*] = 7 
温度 与 K, 在 其 它 温 度 时 ,即使 水 是 中 性 的 ,其 pH 也 
不 是 7, 因 K。 是 随 着 温度 而 变化 的 ( 表 2.2)。 


表 2.2 水 在 不 同 温度 时 的 离子 积 和 中 性 时 的 PH 


OO Ka 中 性 时 的 pH 
0 0.12 x 107" = 10-9 7.97 

25 1.03 X 107! = 10-14-00 7.00 

37 2.15 X 10-4 = 10-1360 6.80 

40 2.95 X 107 = 10-1833 6.97 

75 16.9 X 107! = 10-127? | 6.39 

100 48.00 % 10-# = 107123 6.16 


Las det ats. 


甚至 由 37 一 40sC 这 样 小 的 温度 变化 ,就 能 引起 氢 离 子 和 
氢 氧 离子 有 8S 的 增长 ， 所 以 很 微小 的 温度 波动 也 会 在 有 生 
命 的 系统 中 产生 很 明显 的 生物 学 变化 ， 因 为 它们 对 于 所 离子 
浓度 的 变化 是 很 敏感 的 。 


pH 的 准确 测量 


最 方便 和 可 靠 的 测量 pH 的 方法 是 使 用 pH 计 ， 这 种 方 
法 是 测量 由 参考 电极 、 测 试 盗 沪 和 对 氢 离 子 敏感 的 玻璃 电极 
所 形成 的 浓度 电池 的 电动 势 。 


pH 计 
测量 电动 势 的 电位 计 


Ag.Agcl | HC! 10.1 mol/l) | Glass | MUSH | KCI (sat’d) | Hg, Cl, .Hg 
eo AS ee ee eee 
玻璃 电极 HREARR 


2.1 测量 pH 时 构成 的 伏 打 电池 


玻璃 电极 玻璃 电极 是 用 高 阻 硬 质 玻璃 管 吹 制 的 一 个 
约 0.1 毫米 厚 的 薄 玻 泡 , 泡 内 含 0.1 克 分 子 / 升 的 稀 盐 酸 溶液 ， 
通过 银 - 毛 化 银 电 极 , 和 一 根 白 金 丝 联接 。 银 -氧化 银 电 极 对 
氨 离 子 是 可 逆 的 (图 2.2)。 把 玻 泡 淄 人 溶液 时 ， 玻 泡 两 侧 的 
电势 差 由 该 溶液 的 pH 来 决定 。 这 种 电势 不 易 受 盐 类 、 和 蛋白 
质 或 氧化 还 原 剂 的 影响 ， 所 以 这 种 电极 可 以 广泛 地 应 用 于 多 
种 介质 的 pH 测量。 

玻璃 电极 在 测试 盗 被 中 构成 一 个 半 电 池 ， 并 通过 一 个 对 
“” 氢 离 子 不 敏感 的 参考 电极 组 成 一 个 测量 进 路 。 
HARM BAWSSRREA 2.2 PRO HR 
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接 pH 计 
玻璃 电极 HRB SH 
Hf] [oe 
AA 一 ters 
a 
AE 
7 
on A | 
‘ 机 [| 
Si Ze ca 
I 4 LAS, 
吃 fn ee SIH 


RABE TR 
BERD MIRE IK 


图 2.2 测量 pH 的 电极 系统 


极 。 iia BERR, 很 容易 制备 ,而 且 对 标准 所 电极 的 电 
势 差 是 确 知 的 。 

pH + SH HAH Ae (CE) 是 由 这 两 个 电极 联接 而 
形成 的 。 

als A Esiass 

这 里 的 Ever EHR MAH (在 室温 时 是 0.250 fR), 

Esas。 是 玻璃 电极 的 电势 ， 后 者 决定 于 被 汕 试 咨 液 的 "pH 
(pHs), 
Els = 0.342 一 0.058pHs 
E = 0.250 — (0.342 — 0.058pHs) 
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“< aS 
“ee 


a 


ee eee 


== 0.092 + 0.058pHs 

这 种 关系 可 因 电 池 中 有 其 它 电 势 而 发 生 改 变 ， 但 它们 通 
常 是 恒定 的 ,只 有 在 校准 仪器 时 才 对 它们 加 以 芳 虑 。 

玻璃 电极 的 电阻 很 高 (10' 一 10 欧姆 ), 因 此 ,需要 有 一 个 
高 输入 阻抗 的 电子 管 电位 计 来 测量 它 的 电动 势 。 关 于 pH 计 
的 使 用 和 注意 事项 将 在 本 章 的 后 面谈 到 。 

有 些 pH 计 的 玻璃 电极 和 参考 电极 是 结合 在 一 起 的 ， 而 
不 是 像 图 2.2 所 示 的 那样 分 开 的 。 


PH 指示 剂 


原理 用 指示 剂 可 以 测 知 一 个 盗 液 的 近似 pH， 这 些 
指示 剂 是 天 然 的 或 人 工 合成 的 有 机 化 合 物 ， 它 们 的 颜色 变化 
取决 于 浴 液 的 PH。 指示 剂 通常 是 弱酸 性 的 ,在 咨 液 中 解 离 。 

指示 剂 二 指示 剂 - 十 Ht 

用 韩 德 森 (Henderson )- 哈 斯 尔 巴赫 (Hasselbalch ) 方程 

mn [指示 剂 -] 

ees: Ree | 

指示 剂 的 两 种 形态 的 颜色 不 同 。 从 上 式 可 以 看 出 : 溶液 

的 实际 颜色 决定 于 指示 剂 的 PKw 和 pH， 最 大 的 颜色 变化 

出 现在 它 的 PKm 值 附近 ,这 就 是 这 种 指示 剂 最 适 使 用 的 pH. 

PIGN , 7 — “778 AY pH 在 6 左右 ,那么 PKum 为 6.2 的 溴 甲 酚 

紫 是 最 适用 的 指示 剂 。 但 这 种 颜色 变化 在 一 个 较 宽 的 pH 范 

围 内 都 会 发 生 ， 所 以 指示 剂 仅 仅 能 给 出 pH 值 的 近似 值 。 OK 

一 个 缺点 是 ,指示 剂 受 氧化 剂 、 还 原 剂 、 盐 的 浓度 及 蛋白 质 的 

影 呈 , 对 此 在 使 用 指示 剂 时 应 了 牢记。 最 后 还 应 注意 ,在 实验 

时 ,只 能 在 溶液 中 加 入 小 量 的 指示 剂 ,否则 溢 液 的 酸 碱 平 衡 会 
改变 ,其 pH 值 也 会 改变 。 

指示 剂 用 以 测定 滴定 终点 可 能 更 有 价值 。 一 些 常 用 的 指 


es 


示 剂 列 在 表 2.5 中 ， 这 是 使 用 指示 剂 测定 溶液 pH 的 实验 指 
导 的 一 部 分 (实验 2.1)。 

为 滴定 工作 选择 一 个 指示 剂 ， 其 颜色 应 当 在 等 当 点 时 发 
生变 化 ,这 当然 与 使 用 什么 方法 进行 注定 有 关 。 例 如 ,用 氢 氧 
化 钠 滴定 醋酸 , 只 有 在 pH9 时 醋酸 才能 完全 转 恋 为 它 的 盐 ， 
因此 ,选择 酚 本 为 指示 剂 是 最 理想 的 。 同 样 , 用 盐酸 滴定 拨 未 
时 , 由 于 其 滴定 终点 约 为 pH5， 则 选用 甲 基 红 为 指示 剂 ， 这 
些 在 实验 2.2 中 将 进一步 加 以 盖 明 ， 其 中 包括 强酸 各 弱酸 混 
合 物 的 滴定 。 


酸 和 碱 的 解 离 
en Be 


强酸 能 够 完全 解 离 为 氢 离 子 和 结合 碱 ,因此 ,该 酸 的 氢 离 
于 浓度 与 酸 的 浓度 是 相同 的 ， 这 种 溶液 的 pH 很 容易 计算 出 
来 : 

(a) 0.01 克 分 子 / 升 HCl, pH = — logy (107?) = 23 

(b) 0.1 aT / Ft HCl, pH = 一 log yy (10) rile © 

(c) 0.01 克 分 子 / 升 NaOH, 

Ay ee anne ais =; 
yt LORI “1077 noe 


pH = — log,,(10°") = 12, 


弱酸 


Hendersor-Hasselbalch 7 42° 弱酸 在 溶液 中 只 有 微弱 的 
解 离 ， 酸 与 结合 碱 之 间 达 到 真正 的 平衡 状态 , AW HA 代表 
弦 酸 , 则 

HA == HE + A™ 
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‘ es 2 
oe res eae LA 


eg TT) stn > ia Se ee ee 
ce ie Ca os ‘ = ois 
: 


根据 质量 作用 定律 , 酸 的 解 离 常数 K, 的 定义 应 为 
[H*][A7] 


PP 


取 负 对 数 : 
一 logo[H-] 一 一 logio 玫 .十 logn [ied 


[Av] 


[结合 碱 ] 
a 1 10 “5° 
pH = pK, + log i] 
A- 及 HA 的 活 度 并 不 总 是 已 知 的 , KA 及 了 A 最 好 用 
浓度 表示 
pH = pK, 十 log + log 2, 


这 里 色 - 和 fy, 分 别 表 示 A 和 HA 的 活 度 系数 。 因 某 酸 
的 log fx-/faA 是 恒定 的 ， 它 与 pK, OHH OL ES BS BL PKao 
pH = pK, 十 log < 


HA 


这 一 关系 就 称 作 Henderson-Hasselbach 方程 ， 它 在 pH4 
一 10 的 范围 是 有 效 的 , 在 此 范围 内 ， 氢 离子 和 氢 氧 离子 对 总 
的 离子 浓度 无 显著 贡献 。 

pK, ”如 前 所 定义 的 那样 ，pPK, 是 弱酸 解 离 芝 数 的 负 对 
数 ,也 可 定义 PK, 为 酸 及 其 结合 碱 的 浓度 相等 的 pH， 或 是 当 
酸 被 滴定 了 一 半 时 的 pHo 

pH = pK, + log l 
或 
pH 一 PK，:o。 
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应 当 记 住 ，PK，, 是 表 观 解 离 常 数 ， 它 和 热力 学 解 离 常数 
pK, 的 天 系 是 
BK. = pK, + log (£,-/fua)o 
所 以 pK, A—-TEELRRERET RE (IT) 的 影响 ， 1 
定义 为 I 一 3 cizP。 友 是 第 宇 个 离子 的 电荷 ,si 是 它 的 浓 
度 。 
滴定 曲线 “RSMAS. Wl PHM, TUB 
加 入 的 碱 量 对 pH 测量 结果 的 曲线 ， 这 就 是 滴定 曲线 。 一 些 
这 样 的 曲线 如 图 2.3 所 示 。 除 强酸 盐酸 外 ， 其 它 图 形 都 是 相 
同 的 。 
用 强酸 滴定 碱 时 ,也 可 得 到 类 似 的 曲线 。 
强酸 和 强 碱 加 碱 到 完全 中 和 之 前 ，pH 值 变化 很 小 ， 
但 当 碱 稍 有 过 量 时 ， 则 引起 pH 很 大 的 增加 。 实际 上 强酸 阻 
碍 pH 的 变化 ,或 者 说 它 起 到 了 缓冲 溶液 的 作用 。 
例 1. 用 0.1 克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钠 溶 芒 去 滴定 10 =H 
0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 
(a) 最 初 的 pH 值 : 
[H*] 一 0.1 一 1 x 10- 克 分 子 / 讨 
pH 1, 
(b) 加 入 5 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钠 咨 液 后 在 加 
人 5 毫升 强 碱 时 , 5 毫升 盐酸 被 中 和 ， 在 总 体积 15 毫升 的 溶 
液 中 ,还 剩 下 5 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 。 
盐酸 的 克 分 子 浓度 二 (5/15) X 0.1 = 3.33 X 107, 
pH = — log, (3.33 X 10°77) 
= — [log, 3.33 + (—2)] 
= — (0.523 — 2) 
= 1.48 
(cc) MA 9.9 BH 0.1 克 分 子 / 升 的 氧 氧化 钠 溶液 后 ， 在 


« 30 » 


:s os ee a ee | 


半 滴 定点 一 PK。 


pH 


pK, 4.7 ‘ 
CH,COOH == CH,COO-+H 


0 10 20 
MEM 0.1 克 分 子 / 升 的 氨 氧 化 钠 毫 升 数 


Al2.3 某 些 浓 度 为 0.1 aT /A BARK 
20 毫升 的 pH 滴定 曲线 


加 入 9.9 毫升 强 碱 时 , 9.9 毫 天 盐酸 被 中 和 ,在 总 体积 199 迹 ， 
升 咨 液 中 ,还 剩 下 0.1 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 。 
盐酸 的 克 分 子 浓 度 一 (0.1/19.9) & 0.1 = 5.03 X 1074 
pH = — log, (5.03 107‘) 

= —[log, 5.03 + (— 4)] 

ee AE702 4) 

= 3.30, 

Cd) 加 入 10.1 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钠 溶 液 后 ,在 

加 入 10.1 毫升 强 碱 时 ， 所 有 的 盐酸 全 部 被 中 和 掉 , 而 在 总 体 
积 20.1 毫升 溶液 中 还 剩余 0.1 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 氧 氧 化 
钠 。 


e 3] ¢ 


氨 氧 化 钠 的 克 分 子 浓度 = (0.1/20.1) xi0.1 
= 4.98 x 107 
LOH-] = 4.98 x 107% 


一 4 
yy oe eel ae 


一 一 一 一 一 一 2.00 x 10™ 
[OH™]} 4.98 x 10 


pH = — log,, (2.00 * 107") 
= — [logy 2.00 + © 11)] 
Seen 
= 10.70, 
使 用 上 述 方法 即 可 将 整个 滴定 曲线 绘 出 ， 并 上 有 还 会 发 现 
” 它 与 实际 上 所 得 的 结果 是 十 分 吻合 的 。 | 
83 th fo Ra “因为 一个 缓冲 溶液 的 pH 变化 是 按照 
Henderson-Hasselbach 方程 进行 的 ， 所 以 凡是 用 强 碱 或 强酸 来 
滴定 弱酸 或 弱 碱 的 滴定 曲线 形状 都 相同 。 其 pK, 值 因 酸 的 
不 同 而 异 ,但 其 曲线 的 基本 形状 ,所 有 的 情况 都 是 一 样 的 。 


缓冲 溶液 
. 原理 


缓冲 溶液 是 一 种 能 在 加 入 酸 或 碱 时 抵抗 pH Be ae AN 
液 ， 这 种 溶液 用 于 很 多 需要 准确 地 控制 pH 的 生物 化 学 实验 
中 。 

根据 Henderson-Hasselbach 方程 ,缓冲 溶液 的 pH 取决 于 
两 个 因素 : 一 个 是 溶液 的 PK 值 , 另 一 个 是 盐 和 酸 的 比例 。 在 
pH4 一 10 的 范围 内 ,和 氢 离 子 和 氧 氧 离子 的 浓度 都 很 低 ， 可 以 
忽略 不 计 ， 溶 液 里 盐 和 酸 的 比例 可 以 认为 和 混合 在 一 起 的 盐 
和 酸 的 比例 相同 。 Wl. HOBBS RRMA RH Bah 
神 液 为 例 加 以 说 明 ， 


mm! Fe-~% 


i erin 2, 
4 
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CH,COOH == CH;COO + H* 
CH,COONa -一 > CH,COO™ + Na* 
由 于 醋酸 只 有 微弱 的 解 离 ,其 浓度 几乎 和 加 入 的 量 相同 ， 
同样 , 栈 酸 根 离子 的 浓度 可 以 认为 和 加 入 的 醋酸 钠 的 量 同 , Al 
为 它 能 够 完全 解 离 。 
例 2. 5 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 醋酸 钠 和 4 毫升 0.1 克 分 


子 / 升 的 栈 酸 混合 在 一 起 的 pH 是 多 少 ? 


CH:COO- 的 浓度 = 5/9 X 0.1 克 分 子 / 升 。 
CH,COOH 的 浓度 = 4/9 x 0.1 克 分 子 / 升 。 
醋酸 在 25"C 时 的 pK, 一 4.76 
所 以 ， 
pH = 4.76 + log5/4 
= 4.76 + (0.097) 
= 4.86 
例 3. 在 上 上 述 混合 物 中 加 入 1 BH 0.1 克 分 于 / 升 的 盐 
酸 , 其 pH 变化 如 何 ? 
一 加 大 盐酸 供给 _H+， 它 与 酯 酸根 离子 结合 成 醋酸 。 从 而 
使 醋酸 根 离子 减少 ,而 未 解 离 的 醋酸 增多 ,结果 使 盐 与 酸 的 比 
例 改变 ,以 致使 其 pH 发 生 了 变化 。 


醋酸 根 浓度 一 = x 0.1 — 去 x 0.1 = 0.04 克 分 子 / 升 ， 


醋酸 的 浓度 一 = x 0.1 + 下 x 0.1 = 0.05 克 分 子 / 升 ， 


pK, = 4.76 


所 以 


pH 一 4.76 十 log 3 


= 4.76 + (— 0.097) 
= 4.66 
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该 溶液 的 pH 从 4.86 降低 到 4.66, RA 0.2 pH 单位 的 变 
化 ,但 若 将 这 点 酸 加 到 蒸馏 水 中 时 ， 则 pH 就 会 降 至 2 , 所 以 
这 种 溶液 有 缓冲 作用 ,抵消 了 加 酸 后 的 pH 变化 s 

gree 缓冲 溶液 的 抗 pH 变化 的 能 力 各 不 相同 ， 
为 了 加 以 比较 ,万 斯 赖 克 (Van Slyke) 采用 了 缓冲 值 的 术语 ， 
当 向 缓冲 溶液 中 加 入 酸 或 碱 时 ， 就 得 到 一 条 滴定 曲线 (A 


2.3)， 此 曲线 的 斜率 为 dB/d(pH)e。 这 里 的 dB RATER 


中 加 入 的 强 碱 的 克 分 子 增 量 "2，d(pH) 是 pH 变化 的 增 量 。 斜 
率 即 为 缓冲 值 6， 它 总 是 正 的 ， 因 为 在 加 酸 引 起 pH 下 降 时 ， 
dB 也 是 负 的 。 从 滴定 曲线 (图 2.3) 可 以 看 出 ,在 pK, 时 的 组 


冲 值 最 大 ,在 实践 中 , 缓冲 溶液 的 使 用 范围 为 其 EK 两 侧 1 个 


pH 单位 。 
生物 学 用 的 缓冲 溶液 


实验 室 中 常用 的 一 些 缓冲 溶液 如 表 2.3 所 列 ， 它 们 和 其 


表 2.3 用 于 生物 学 研究 的 缓冲 剂 


pK, pK, 


磷酸 2.1 i 23- 
TRE 3.1 4.8 5.4 
碳酸 6.4 10.3 be 

甘 氨 酰 甘氨酸 3.1 8.1 aby 
酷 酸 4.8 一 
巴 比 土 酸 3.4 J Be 
Tris* 8.3 一 一 
Hepes** 1H 一 一 


* N- 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 
** N-2 $87, SEM RN’ -2- 乙 烷 磺 酸 盐 


1) 原文 为 .…- 加 入 的 强酸 或 强 碱 的 克 分 子 增 量 ? 但 dB 应 仅 指 强 碱 的 克 分 
子 增 量 。 一 一 译 者 


。34 。 


| 


‘ 
3 


Se 


EASMAM BMWS RUBAWE pK.t 1H 单位 。 

实际 上 为 特定 实验 所 需 的 缓冲 溶液 必须 仔细 地 选择 ， 因 
为 有 时 影响 实验 结果 的 常常 是 特殊 离子 的 作 用 而 不 是 pH 
如 硼酸 盐 、 柠 述 酸 盐 、 磷 酸 盐 和 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 等 缓冲 剂 ， 
都 可 能 产生 不 需要 的 反应 。 

开 酸 盐 。 ”硼酸 盐 与 许多 化 合 物 形成 复 盐 ,如 蔗糖 

柠 样 酸 盐 ”柠檬 酸 盐 离 子 容易 与 钙 结合 ， 所 以 在 有 钙 
离子 的 情况 下 不 能 使 用 。 

在 很 多 生物 学 实验 中 ， 常 要 维持 pH 在 6 一 8 之 间 , 但 只 
有 少数 缓冲 溶液 在 这 个 范围 有 效 ,而 在 pH7.4 左右 就 更 少 。 

a ”在 有 些 实验 中 , 它 是 酶 的 抑制 剂 ,或 甚至 是 一 


RGM. 重金 属 易 以 磷酸 盐 的 形式 从 溶 芒 中 沉淀 出 来 ,而 


且 它 在 pH7.5 以 上 时 ,缓冲 能 力 很 小 。 

三 凑 甲 基 气 基 甲 烷 ，” 它 可 以 和 重金 属 一 起 使 用 ， 但 在 
有 些 系统 中 也 起 抑制 剂 的 作用 。 其 主要 缺点 是 温度 效应 , 这 
一 点 往往 被 忽视 。 在 室温 pH 是 7.8 的 Tris RIB MR, CE 4°C 
IN 8.4, 737°C Nie 7.4, 因此 , 4°C AHIR SF 


”327%C 测量 时 ,其 氢 离 子 浓 度 就 增加 了 10 倍 。 而 且 它 在 pH7.5 


以 下 缓冲 能 力 很 关 。 

两 性 离子 缓冲 剂 Good 及 其 同事 论述 过 其 它 生 物 学 
组 冲剂, 如 Hepes 他 们 曾 提出 过 近 中 性 时 有 效 的 缓冲 溶 沪 
使 用 的 标准 。 


系统 pK, 
蛋白 质 HPr > Ht + Pr- 7.4 
重 碳酸 盐 H,CO, <> H+ + HCO; 6.1 
磷酸 盐 H,PO, == Ht + HPO; 7.2 


AA 2.4 哺乳 动物 的 主要 缓冲 体系 
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pH 和 生 命 


有 缓冲 体系 来 抵抗 在 代谢 过 程 中 出 现 的 pH 变化 。 在 生物 体 
中 的 三 种 主要 缓冲 体系 是 蛋白 质 、 重 碳酸 盐 和 磷酸 盐 (图 
24), 每 种 缓冲 体系 所 占 的 分 量 在 各 类 细胞 和 器 官 中 是 不 同 


的 。 


多 数 细胞 仅 能 在 很 窄 的 pH 范围 内 进行 活动 而 且 需 要 : 
) 


动 牺 


哺乳 动物 血浆 里 最 重要 的 缓冲 体系 是 重 碳酸 盐 缓 冲 休 


H,CO,; == HCO; + H* 


由 Henderson-Hasselbach 方程 可 知 
HCO; 
pH = pK, 十 - log [HCo;] 4! 
[ H,CO, ] s 
F 
mR SE th Ht 微微 克 分 子 / 升 
8.2 一 XxX) KE OX RESO SERS eee 0000. SSO one SOOM . 
0 senate SSS SSS Koce XXX SS CC OX 8 OCX 
2 0 AR RCR 
eee SS edi acheish 5 oes 
2 2 2 Sees SOS SS SR XXX 5505) 
0 XXX sees SSS SSF 16 
7.8 = 
7.4 血浆 的 正常 变化 


7.0 


oe 
SOK 
5 OS SOK SSSI 
50504 SSS 
SS 0 4024 
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2.5 人 血浆 pH .变化 的 范围 


Sgt ins len tae 


血浆 的 pH 决定 于 重 碳酸 盐 与 碳酸 的 比例 ， 而 不 是 决定 
于 它们 的 绝对 浓度 。 任何 使 pH 改变 的 趋势 都 可 以 被 缓冲 ， 
调节 这 个 比例 而 得 到 校正 。 例如 ，, 在 正常 代谢 反应 中 形成 的 
大 量 的 酸 与 重 碳酸 盐 形成 难 解 离 的 碳酸 ， 因 此 有 效 地 除 掉 游 
离 的 氢 离 子 。 同时 碳酸 又 以 二 氧化 碳 的 形式 由 肺 部 排除 , 来 
稳定 血浆 的 pH 肾脏 通过 调节 尿 中 酸 或 碱 的 排泄 ， 也 在 保 
持 体液 的 酸 碱 平衡 中 起 重要 的 作用 。 所 以 人 尿 的 pH 的 正 前 
变化 范围 是 从 4.8 到 7.50: 


细胞 外 共 通 凋 是 弱 碱 性 的 , pH 为 7.4， 而 很 多 动物 胞 浆 


的 平均 pH 约 为 6.8, 在 37°C 时 是 中 性 的 ( 表 2.2)5 几乎 可 以 
肯定 ,细胞 器 的 pH 不 是 6.8， 而 且 大 多 数 细胞 膜 表 面 的 pH 
要 低 于 6.8, 这 是 由 于 带 负 电荷 的 细胞 表面 吸收 A 的 缘故 。 

人 的 血液 能 清楚 地 说 明 pH 调控 的 重要 性 。 血 流 的 pH 
必须 保持 在 二 企 很 罕 的 范围 内 ， 人 才能 人 存活， 健康 人 血浆 pH 
的 变化 范围 就 更 罕 了 (图 2.5)o 


植物 


植物 胞 浆 的 平均 pH 和 动物 是 一 样 的 ， 但 大 多 数 陆地 植 - 
物 的 细胞 沪 是 酸性 的 ,其 pH 在 5.2 一 6.5 的 范围 内 ;有 些 植物 
的 果汁 是 很 酸 的 (橙子 和 柚子 , pH 为 3)。 但 这 些 酸 多 存在 于 
其 该 泡 中 ,因此 ,和 胞 浆 的 其 余部 分 不 同 。 


检查 过 的 细菌 内 pH 也 是 在 中 性 左右 ,但 许多 细菌 在 pH 
6 或 9 时 都 生长 得 很 好 ,在 这 二 个 pH 下 , 氢 离 子 浓度 相差 一 
和 王 倍 , 含 硫 杆菌 实际 上 能 在 pH“O" 时 繁殖 ， 这 是 工 克 分 子 / 升 
硫酸 的 pH。 有 些 真 菌 在 pPHILL 时 生长 。 多 数 对 人 致 病 的 有 
机 体 生长 最 快 的 PH 是 7.2 一 7.6。 虽然 有 些 生物 能 在 较 宽 的 


eo Si ee 


范围 内 生长 ,但 常常 产生 适应 性 的 梅 使 极端 的 pH Teg, 


例如 使 氨基 酸 脱 氮 , 产生 羧 酸 , 或 脱 酸 产生 胺 。 大 肠 杆 菌 在 


pH7—8 生长 时 , 脱 氮 酶 增多 , 因而 产生 了 酸 ; 而 在 pH4.5 一 6 
时 ,脱羧 酶 增多 而 产生 碱 。 

显然 ， 较 简单 的 生命 形式 能 在 pH 范围 较 宽 的 外 环境 中 
存活 ,但 是 其 细胞 内 部 的 pH 并 不 随 之 有 任何 改变 。 


x 


PH 计 的 使 用 和 注意 事项 


要 根据 每 种 pH 计 各 自 的 型 号 来 决定 使 用 它 的 准确 方 
法 ;, 故 在 这 里 难以 作 详细 的 说 明 。 然而 ， 一 些 有 关 电 极 的 装 
配 \ 使 用 及 其 注意 事项 的 一 般 性 指导 还 是 有 用 的 。 

1. 新 电极 的 ' 处 理 ”新 的 玻璃 电极 在 使 用 前 必须 在 0.1 
克 分 子 / 升 的 盐酸 或 蒸馏水 中 浸泡 数 小 时 。 

2. 试 液 的 均 习 性 ”溶液 在 测量 pH ZA, 必须 充分 地 
搅拌 , 理想 的 方法 是 通 人 纯 的 氮气 气流 。 在 课堂 上 使 用 磁力 
搅拌 器 可 能 最 方便 ,但 这 会 在 电极 之 间 ;, 尤 其 是 在 温度 补偿 器 
里 诱导 出 电流 。 不 能 使 用 搅拌 棒 , 因为 它 会 打破 脆弱 的 玻璃 
电极 。 

3. 温 度 测量 用 的 烧杯 必须 恒温 ， 因 为 标准 溶液 的 
Ko, pK 和 pH 均 随 温度 而 变化 。 仪器 的 温度 补偿 器 没有 
考虑 到 上 述 因 素 ， 仅 能 对 因 电极 的 温度 变化 引起 的 电势 差 改 
变 进 行 补 偿 。 

4. 电 极 的 污染 ”电极 在 使 用 前 后 ,都 应 用 蒸馏 水 洗涤 ， 
但 不 能 磁 触 。 在 测量 了 高 浓度 的 生物 大 分 子 溶 流 的 pH 后 ， 
更 要 充分 地 洗 净 , 因为 它们 常常 能 粘着 在 玻璃 上 , GARE, 
将 影响 以 后 的 测量 。 


e 38 。 
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5 标准 组 冲 液 ”pH 计 在 使 用 之 前 ,必须 用 标准 pH 


eRe, 在 英国 推荐 使 用 邻 - 苯 二 甲酸 氢 钾 为 标准 咨 液 ，0.05 


克 分 子 / 升 的 邻 - 葵 二 甲酸 氧 钊 溶液 在 15s%C 时 的 pH 是 4.000， 
在 其 它 温度 (0O—60°C) 的 pH 可 以 由 下 式 求 得 。 


SEE A Be: (A=) 3 
2\ 100 


PH 计 必 须 用 与 被 测 溶液 的 DH 接近 的 标准 溶 被 去 校正 。 
JL ARE Ee AY PN EPA RF Ze 2.4 中 。 


2.4 校准 pH 计 用 的 主要 标准 溶液 


pH 
3 25°C 37°C 
(C1) 0.05 克 分 了 于/ 升 邻 茶 二 甲酸 氢 钊 | 4.01 4.02 
(2) 0.025 克 分 子 / 升 磷酸 二 和 氢 钾 
0.025 克 分 子 / 升 磷酸 氢 二 钾 6.86 6.84 
(3) 0.01 克 分 子 / 升 四 硼酸 钠 9.18 9.06 


6. jm pH 值 的 测量 玻璃 电极 可 以 准确 地 测 出 较 低 
的 pH 值 , 但 是 在 测量 强 碱 时 ， 由 于 受到 其 它 离子 的 干扰 , 特 
别 是 钠 离 子 ,往往 测 出 的 pH 值 偏 低 。 例 如 ,在 测量 含有 0.1 克 
分 子 / 升 钠 离子 的 pH12 的 溶液 时 ,其 误差 约 为 0.4pH 单位 。 如 
使 用 锂 玻璃 电极 时 , 可 以 大 大 地 降低 这 种 误差 。 普通 的 玻璃 
电极 不 能 用 于 pH10 以 上 洲 液 的 测量 。 在 滴定 这 样 高 pH 的 
溶液 时 ,最 好 用 氢 氧 化 钾 而 不 用 氢 氧 化 钠 ,并 要 使 用 带 有 销 石 
灰 吸 收 管 的 滴定 管 ,以 吸 掉 二 氧化 碳 。 

7.pH 计 的 管理 “pH 计 的 测量 开关 在 不 使 用 时 必须 关 
到 零 位 ,但 总 开关 可 以 不 必 关 掉 。 每 次 使 用 后 ,玻璃 电极 应 浸 
泡 于 蒸馏 水 中 , 绝 不 能 使 其 干掉 , 干 了 的 电极 必须 在 测量 前 预 
先 在 水 里 浸泡 ,反复 校准 才 可 靠 。 


滴定 曲线 


滴定 曲线 在 实用 中 的 限制 ”如果 滴 定时 , 用 0.1 克 分 
子 / 升 的 强酸 或 强 碱 溶 液 ， 在 完全 中 和 后 ， 曲 线 逐 渐 接 近 于 
pH1 5% pH13 ,同样 在 用 0.01 克 分 子 / 升 的 强酸 或 强 碱 时 ,其 曲 ， 
线 逐 渐 接 近 于 pH2 或 PH12, 因 此 ,被 注定 溶液 的 PK。 值 低 
于 2 或 高 于 12 时 ,不 能 用 0.01 克 分 子 / 升 的 溶液 测定 。- 

溶剂 的 校正 ”实验 的 滴定 曲线 应 该 用 滴定 溶剂 《一 般 
为 蒸馏 水 ) 所 消耗 的 酸 或 碱 的 量 来 校正 ,校正 的 方法 如 下 。 

1 .分别 画 出 样品 和 蒸馏 水 的 滴定 曲线 。 

2. 从 样品 曲线 上 选 出 一 个 pH 值 ， 并 标 上 所 用 的 酸 或 碱 
的 量 , 设 其 体积 为 X 毫 升 ， 同 样 标 出 在 滴定 到 同一 pH 值 时 ， 
蒸馏 水 所 消耗 的 酸 或 碱 的 量 , 设 其 体积 为 Y 毫 升 。  _ 

3. 滴定 样 品 时 ， 实 际 所 消耗 的 酸 或 碱 的 量 应 为 〈《X 一 Y) 
ZH, 重复 这 一 步 , 求 出 一 系列 pH 值 下 酸 或 碱 的 实际 消耗 的 
毫升 数 , 画 出 校正 曲线 。 

pK。 值 的 测定 “PK。 值 可 以 用 下 列 三 个 方法 从 滴定 数 ” 
据 中 求 得 。 

1.pH 变化 的 折 点 即 为 PK。 值 ， 这 是 可 以 直接 读 取 的 ,一 
个 更 为 方便 的 方法 是 绘制 dB/d(pH)， 即 缓冲 值 对 pH 的 图 。 
此 图 的 极 大 值 在 pK, 处 。 

2. 根 据 定义 pK, 值 等 于 在 酸 被 滴定 了 一 半 时 的 pH, A 
此 , PK。 值 可 以 从 滴定 终点 的 数据 算出 。 

3. 盐 和 酸 的 比例 可 以 从 实验 数据 及 log 盐 / 酸 对 pH 的 图 
形 里 求 出 ,其 轴 上 的 截 距 就 是 PK。 值 。 

实验 2.1 用 指示 剂 测定 pH 

材料 


100 
1. 指示 剂 ( 表 2.5 中 的 指示 剂 的 醇 水 溶液 ) 100 SFT 


2. 测定 用 样品 (唾液 ， HiT 棕 柑 水 和 蛋清 ) 均 以 
1210. 称 释 … 光一 吕 1 升 


表 2.5 “一些 常 用 指示 剂 的 颜色 变化 和 适用 的 pH 范 转 
指示 剂 的 颜色 


指示 剂 适用 的 ;pH 范围 
1.2 一 2.8 
3.0 一 5.0 
4.3—6.1 
5.5 一 7.0 
6.8 一 8.2 
8.3 一 10.0 


麻 溴 蓝 
aR is 
甲 基 红 
溴 甲 酚 紫 
酚 - 红 


方法 

吸取 每 种 测 液 1 一 2 毫升 于 试管 中 ,加 入 2 滴 甲 基 红 指示 
WAR ,并 观察 颜色 变化 。 用 其 它 指 示 剂 重复 试验 ,将 试 液 的 
颜色 与 表 2.5 给 出 的 指示 剂 的 酸 式 、 碱 式 和 中 间 型 的 颜色 比 
较 ,指出 近似 的 pH 值 。 

吸取 2 毫升 实验 用 蒸馏 水 于 试管 中 ,如 上 述 , 用 指 式 剂 测 
定 其 pH。 

为 什么 蒸 饮水 的 pH 远 低 于 7? 

当 向 水 中 吹 人 空气 时 ，pH 发 生 了 什么 变化 ? “解释 你 观 
察 到 的 情况 。 

实验 2.2 ”强酸 与 弱酸 混合 物 的 滴定 

原理 
胃液 是 由 游离 盐酸 和 弱酸 如 磷酸 盐 、 本 白 质 和 有 机 酸 所 

组 成 的 混合 物 。 对 于 这 两 类 酸 的 定量 分 析 , 在 临床 诊断 上 是 

有 价值 的 。 盐酸 和 其 它 弱酸 的 相对 量 的 测定 , 是 用 滴定 法 和 
具有 两 种 pH 范围 的 指示 剂 进 行 的 ， 这 关 的 指示 剂 像 麻 香 草 
酚 蓝 ,其 pH 范围 和 相应 的 颜色 变化 是 : 


e 才 ] 


pH1.2—2.8 4.—#@—# 
pH8. 0 一 9.6 黄 一 绿 一 蓝 
这 样 ， 在 滴定 到 第 一 次 颜色 变化 时 ， 得 出 游离 盐酸 的 量 ， 
当 滴 定 到 pH9.6 时 即 得 出 总 酸 量 。 如 果 不 容易 得 到 真正 的 
胃液 时 ,可 以 用 盐酸 和 酷 酸 的 混合 物 配制 一 个 模拟 样 吕 se 
材料 100 
1. 胃液 或 模拟 样品 2.5 升 
混合 40 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 ， 
15 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 醋酸 和 45 毫升 水 
2.0.1 克 分 子 / 升 氢 氧化 钾 2 半天 
3 廉 香草 酚 蓝 (0.1% 重量 /体积 , BT 20% 体 
积 /体积 乙醇 中 ) 
4. 微 量 滴定 管 
方法 
置 10 毫升 样品 于 锥 形 烧 瓶 中 ,加 入 4 滴 廊 香草 酚 蓝 指示 
si, FA 0.1 克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钾 从 红 权 色 滴定 到 橙黄 色 ， 并 
仔细 记 下 所 用 氢 氧 化 钾 的 量 , 然 后 继续 滴定 到 完全 变 成 蓝 色 ， 
再 记 下 所 用 碱 的 体积 。 
计算 样品 的 游离 盐酸 和 总 酸度 ， 即 为 每 100 毫升 样品 中 
0.1 克 分 子 / 升 的 酸 量 。 
胃液 的 正常 值 为 : 
游离 盐酸 20 一 30 毫升 0.1 克 分 子 / 升 酸 /100 毫升 
总 酸度 30 一 70 毫升 0.1 克 分 子 / 升 酸 /100 Fro 
将 “模拟 胃液 样 呈 所 得 到 的 结 旦 与 理论 出国 要 名 本 
进行 比较 。 
实验 2.3 ”用 强 碱 滴定 强酸 
材料 10 
1.0.1 克 分 子 / 升 盐酸 500 毫升 
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bs” : 


2.0.1 #4-F/F BAM 500 5+ 


3.25 毫升 滴定 管 10 
4.pH 计 3 
方法 


吸 量 20 HI 0.1 克 分 子 / 升 盐酸 于 100 毫升 烧杯 中 ， 测 
量 pH EH 0.1 克 分 子 / 升 氮 氧 化 钾 注定 这 一 溶液 * 当 加 入 整 
| STBERWE pH, 在 接近 终 皮 时， 减少 每 次 加 和 人 的 碱 
量 使 pH 变化 适度 , 画 出 注定 曲线 ， 与 前 述 从 理论 上 计算 的 
结果 进行 比较 。 

实验 2.4， 用 强 碱 注定 弱酸 


材料 | 10 
1.0.1 $244 / FEA 0.01 克 分 子 / 升 栈 酸 500 毫升 
2.0.1 吉 分 子 / 升 和 0.01 克 分 子 / 升 氢 氧 化 钾 。 500 毫升 
3.25 毫升 滴定 管 10 
ED 计 > 
方法 


如 上 法 滴定 20 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 酷 酸 ， 画 出 滴定 由 
线 ,并 用 所 给 的 方法 推算 出 PK fa. FH 0.01 克 分 子 / 升 的 酯 酸 
重复 这 一 滴定 ， 用 下 面 的 关系 或 画 出 的 理论 曲线 与 两 次 滴定 
所 画 的 曲线 进行 比较 。 


[ 盐 ] 
H 一 K + 1 10 
3s + 6 [ 酸 ] 


两 条 曲线 有 何不 同 ? 为 什么 ? 
Ww 25 pK, AME 


材料 10 
1. 配 制 下 列 的 酸 溶液 
1.4 克 / 升 250 毫升 
(以 每 个 学 生 做 两 种 酸 计 ) 


e 43 ° 


酸 = 了 法 pK 
Be 60.05 4.8 
a ARB 122 42 4.2 
马 尿酸 179.17 36x 
Bk ms - 68.08 ) 7.0 
乳酸 90.08 rahi: 
对 - 硝 基 酚 139.11 7.1 
建议 这 些 酸 都 以 符号 表示 ,每 种 符号 代表 哪些 酸 ; 只 让 示范 的 老师 世道 。 
2.0.02 克 分 子 / 升 氨 氧化 钾 1 升 
3.25 毫升 滴定 管 2 
4.pH jt 5 


方法 

用 标准 碱 滴定 未 知 流 , 测 出 完全 中 和 所 需 的 标准 碱 量 , 加 
半 量 的 标准 碱 于 另 一 份 酸 中 ,并 测量 pH, BIRR pK. 尽 
可 能 利用 上 表 的 数据 鉴定 所 滴定 的 酸 。 

3258 2.6 — RRND pK, {A 


材料 : 10 
1. “RRB IR (0.1 死 分 子 / 升 ) 250 毫升 
(以 每 个 学 生 做 两 种 酸 计 ) 
B pK, pK, : 
苹果 酸 3.5 5.0 
草酸 1.3 4.3 
琥珀 酸 4.2 5.6 
酒石酸 320 | 4.4 
与 上 一 个 实验 一 样 , 不 让 学 生 知 道 哪个 容器 装 的 是 哪 种 酸 。 
2.0.1 克 分 子 / 升 所 氧化 钾 1 Ft 
3.25 毫升 滴定 管 10 
4.pH it 5 


2 44 » 


ye 


了 
本 = SF 
‘ . = 9 
4 ‘ '. 


方法 
用 所 给 的 酸 作 一 注定 曲线 , 并 从 所 得 的 PK 值 加 以 鉴定 。 
实验 2.7“ 符 榜 酸 -柠檬 酸 钾 缓冲 入 


ye 


材料 入 10 
1.0.2 克 分 子 / 升 森 橡 酸 500 毫升 
2.0.2 克 分 子 / 升 氢 氧 化 钾 1 Ft 
3.25 毫升 滴定 管 10 
4.pH jt 5 
方法 


- 置 20 毫升 .0.2 克 分 子 / 升 柠檬 酸 于 一 100 毫升 烧杯 中 ,用 
碱 液 滴 定 , 记 下 pH， 并 绘 出 滴定 曲线 ， 从 所 得 的 结果 中 测量 
该 溶液 在 不 同 pH 下 的 缓冲 值 &, 估 算 其 有 效 缓冲 范围 。 

氨基酸 与 蛋白 质 “， 氨基酸 的 滴定 与 这 类 化 合 物 的 其 它 
化 学 性 质 一 起 ,在 第 五 章 中 考虑 。 

ae ep. 7 ZRBR EPR 
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第 三 章 分 离 方 法 
引 _ 2 


生物 材料 中 各 种 分 子 的 分 离 是 生物 化 学 工作 的 二 个 重要 
部 分 。 它 常常 要 从 性 质 非常 接近 的 化 合 物 的 混合 物 里 分 出 一 
类 分 子 。 因 此 ,有 机 化 学 中 通常 所 用 的 方法 是 不 适用 的 ;而 需 
要 使 用 能 根据 分 子 性 质 的 细小 差别 分 开 它们 的 物理 技术 。 一 ， 
般 地 说 ,处理 生物 分 子 时 ,应 当 避 免 极端 的 pH 和 温度 ， 避 开 _ 
有 机 溶剂 氧化 剂 和 还 原 剂 , 否则 就 有 变性 失 活 的 危险 。 AE 
介绍 的 实验 技术 ,条 件 是 温和 的 ,利用 了 分 子 基 本 的 物理 性 质 
的 差别 ;如 分 子 的 大 小 \ 形 状 、 质 量 和 电荷 ,以 及 它们 的 溶解 度 
和 吸附 性 质 的 差别 。 这 些 方法 都 和 要 分 离 的 混合 物 、 一 个 固 
相 和 一 种 溶剂 三 者 之 间 不 同 程度 的 相互 作用 有 关 ( 图 3.1， 表 
3.1)。 这 些 相互 作用 的 大 小 决定 于 特定 的 分 离 方法 ， 在 某 些 . 


一 一 一 一 溶剂 


( 层 析 中 的 流动 相 ) 


\ 


由 @ Bh 
O go (被 分 离 分 了 于) 


图 3.1 生化 分 离 中 三 种 组 成 成 分 的 相互 关系 
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表 3.1 常用 分 离 技术 


技术 | 分 高 中 时 用 的 ia Zi 
透析 大 小 和 形状 “| aw 水 
mB 大 小 和 形状 | 水 化 凝 胶 一 般 为 水 性 介质 
吸附 层 析 常 为 无 机 吸附 刘 非 极 性 的 
分 配 层 析 惰性 支持 物 极 性 和 非 极 性 深 
剂 的 混合 物 
离子 交换 层 析 含 电 离 基 团 的 基质 ”| 水 性 缓冲 沪 
栈 酸 纤维 索 薄 | 惰性 支持 物 水 性 缓冲 液 
BBB I 
7 SATION ESD | 水 性 缓冲 液 


情况 下 ,这 种 作用 可 能 非常 小 。 例如 , 溶质 - 固 相 的 相互 作用 
在 离子 交换 层 析 里 是 主要 的 ;溶质 -溶剂 的 相互 作用 在 分 配 层 
析 重 是 主要 的 ;而 在 透 折 中 ,溶质 和 固 相 之 间 很 少 或 不 存在 特 
异性 的 相互 作用 。 

林 章 简要 介绍 这 些 技术 的 理论 和 实践 。 但 是 , 不 是 所 有 


的 化 合 物 的 行为 都 和 理论 预期 的 结果 精确 相符 ， 某 一 特定 分 
离 癌 题 的 最 适 条 件 通常 需要 通过 实践 求 得 解决 


透 析 


透析 用 来 分 离 大 小 不 同 的 分 子 ， 其 根据 是 半 透 膜 允 许 小 
分 子 通过 , 而 阻碍 大 分 子 通过 。 做 法 : 将 大 分 子 和 小 分 子 的 
混和 物 装 进 透析 袋 , 浸没 在 大 量 水 溶液 里 。 小 分 子 通过 半 透 
膜 跑 到 透析 袋 外 面 , 直 至 透析 袋 里 外 的 浓度 达到 平衡 为 止 (图 
3.2)o。 如 果 对 流动 水 透析 ,或 反复 更 换 溶剂 ,最 后 可 能 除去 混 
合 物 中 的 小 分 子 。 透析 的 速度 取决 于 许多 因素 ,下 面 简 要 考 
虑 这 些 因素 。 
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水 溶液 | 
OSB) 


3.2 ”含有 天 分 子 ( @) 和 小 分 子 ( . RAY 
BR 


HH BRR AWB EA. BTR 
验 时 ， 推 荐 使 用 Carbide 联营 企业 Visking 厂 制 造 的 透析 袋 5 

透析 裳 的 预 处 理 和 保存 “选取 大 小 、 长 度 合 适 的 透析 
袋 , 浸泡 在 水 里 。 因为 膜 上 含有 痕 量 硫 的 化 合 物 、 人 金属 离子 
和 一 些 梅 ， 为 了 防止 被 透析 的 分 子 失 活 ， 透析 袋 最 好 在 碱 性 
EDTA % 3% (Na,CO,, 10 克 / 升 ; EDTA，1 毫克 分 子 / 升 ) 
中 煮沸 30 分 钟 , 然后 用 蒸馏 水 洗 净 。 将 透析 袋 的 一 端 扎 住 ， 
空 腔 里 灌 进 要 透析 的 溶液 ,再 扎 住 另 一 端 , 即 可 进行 透析 。 最 
好 用 新 的 透析 袋 。 透 析 袋 一 经 弄 湿 非常 容易 长 霉 。 如 果 用 过 
的 透析 袋 需要 保存 ,最 好 浸泡 在 含有 微量 苯 甲 酸 的 溶液 里 s 

通 透 性  Visking 透析 袋 的 通 透 性 界限 取决 于 透析 袋 
的 大 小 2， 也 和 预 处 理 有 关系 。 大 致 地 说 ,如果 透析 过 夜 $ 
Visking 膜 可 以 允许 分 子 量 30,000 以 王 的 化 合 物 通过 。 实 


1) Visking 透析 袋 的 大 小 和 和 孔径 无 直接 关系 。 透析 袋 的 孔径 和 厂家 在 产品 
上 注 明 的 级 别 有 关 。~- 一 译 者 
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际 上 ， 通 透 性 的 界限 不 是 绝对 的 ， 长 期 透析 之 后 ， 分 子 量 超 
过 30,000 的 分 子 也 可 能 通过 膜 扩散 出 去 。 市场 上 还 有 一 些 
透析 速度 快 、 通 透 性 界限 明确 的 半 透 膜 ,可 以 用 来 做 比较 精细 
的 实验 。 


溶剂 


水 溶液 ” ”一般 讲 , 用 蒸馏 水 透析 速度 最 快 ,但 是 为 了 使 
生物 分 子 稳定 ,需要 用 一 定 pH 和 离子 强度 的 水 溶液 

高 分 子 溶液 ”透析 期 间 , 活 透 作 用 使 水 分 进入 透析 袋 。 
为 了 避免 透析 内 液 的 过 度 稀 释 ,总 是 把 透析 袋 装 满 。 反 之 ; 若 
用 高 分 子 量 的 惰性 物质 的 浓 溶 液 代 替 常 用 的 稀 水 溶液 做 为 透 
析 外 液 ; 渗透 作用 就 使 水 分 从 透析 袋 里 面 出 来 。 这 种 办 法 可 
使 200 毫升 溶液 在 一 个 晚上 浓缩 到 上 几 毫 升 。 
物理 条 件 

温度 ) 温度 也 影响 透析 的 速度 。 温 度 愈 高 ,透析 速度 愈 
快 。 温度 升 高 ,溶剂 的 粘度 降低 ,扩散 的 速度 增加 。 但 是 , 许 
多 高 分 子 对 温度 是 敏感 的 ， 故 蛋 白质 等 的 透析 通常 在 低温 处 
进行 。 

EA “用 跨 膜 的 压力 梯度 也 可 将 大 分 子 和 小 分 子 分 
开 。 只 要 把 透析 袋 置 于 真空 里 ， 而 不 是 浸没 在 向 大 气 敞开 的 _ 
溶液 里 , 水 和 小 分 子 就 从 透析 袋 里 过 滤 出 来 。 留 在 透析 袋 里 
的 大 分 子 得 到 浓缩 。 这 个 过 程 称 做 超 滤 作用 。 


Donnan 平衡 


用 半 透 膜 分 离 大 分 子 如 蛋白 质 和 盐分 时 ， 蛋 白质 分 子 不 
能 通过 半 透 膜 ， 但 是 带 有 与 它 相 反 电 荷 的 小 离子 却 能 通过 半 
Gi, .这 就 造成 了 离子 的 不 均 多 分 布 ,在 膜 的 两 侧 建立 起 一 
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半 透 膜 
1 
I 


透析 腔 周转 介质 
Be Not ————+—> ni H,0 
Pro i || : 
1 
ee H* + QH™ 
; 
. 
盐水 Na+ 人 Na 
CT 一 Cl 
pH 下 降 PH 上 升 


3.3 蛋白 质 的 盐水 溶液 对 蒸馏 水 透析 时 的 Donnan 效应 


个 电位 差 。 该 现象 称 Donnan 效应 , 是 一 些 电 生理 现象 的 基 
fit, 但 是 , 如 果 是 对 蒸馏 水 透析 ，Donnan 效应 是 要 不 得 的 ， 
EAE pH 变化 。 举例 来 说 ，! HME AK 
溶液 对 燕 饮 水 透析 ， 蛋 白质 不 能 通过 透析 袋 ， 而 它 的 反 离 子 
(Na*) 却 能 自由 通过 透析 袋 。 这 样 , 就 使 透析 袋 周围 介质 里 
的 正 离子 过 剩 。 为 了 保持 电 中 性 ,水 分 子 解 离 , 氨 离 子 进 入 透 
析 袋 ,结果 是 蛋白 质 溶液 的 pH 降低 ,透析 外 液 的 pH 升 高 (图 
3.3)。 如 果 蛋 白质 带 正 电荷 , pH 的 变化 从 好 相反 。 这 种 变化 
是 要 不 得 的 ,可 能 使 蛋白 质 沉 淀 或 变性 。 hel 

在 膜 的 两 侧 ,离子 的 不 均匀 分 布 也 是 不 好 的 。 为 了 减 小 
Donnan 效应 ， 常 常 对 中 等 浓度 (大 于 0.1 克 分 子 / 升 ) 的 盐 透 
析 。 

实验 3.1 ”透析 袋 的 通 透 性 

原理 

淀粉 由 二 种 大 分 子 组 成 : 直 链 淀粉 , OTB 50;000; X 
链 淀粉 ,分 子 量 1 x 10%。 二 种 分 子 都 不 能 通过 透析 膜 s MER 
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淀粉 酶 把 淀粉 转化 成 为 卖 车 糖 ,分子 量 为 360, 就 能 扩散 出 来 
进入 透析 外 该 。 
材料 100 
1. Visking #36 一 
2. 毛 化 钠 ( 用 pH6.8,0.02 克 分 子 / 升 的 磷酸 钠 


缓冲 滚 配 成 工 克 / 升 ) «125 
3. 可 溶性 淀粉 《20 克 / 升 ) La 
4, 唾液 : or 
5. Bhi (FAR BEDS 30 5a /FT BY HE SRE ie BC il 

5 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
6. Benedict Ke 2 Ft 
方法 


在 两 支 透析 袋 里 ,各 装 人 淀粉 疲 5 毫升 ,缓冲 的 氧化 钠 溶 
入 4 毫 升 。 取 1 支 透析 袋 称 为 “试验 袋 " ,加 进 净 唾液 1 毫升 。 
另 一 支 透析 袋 为 "对照 袋 ,加 水 1 毫升 。 两 袋 分别 置 于 两 个 
装 有 100 毫升 缓冲 液 的 烧杯 里 , MOH. 为 了 防止 唾 
液 和 不 异 进 入 对照 袋 " ,所 有 吸管 的 尾部 都 塞 有 棉花 。 透析 适 
当时 间 之 后 ， 取 出 一 部 分 透析 外 液 ， 用 Benedict 氏 试 波 检 查 
考 村 糖 ,用 碘 被 检查 淀粉 ( 见 第 六 章 )。 实 验 终了 ， 倒 出 透析 内 
液 ,再 次 检查 淀粉 和 麦芽 糖 。 

实验 ,3;:2 Donnan 平衡 的 验证 


.透析 袋 oom 
2. 白 明胶 溶液 (20 克 / 升 ) | 3 升 
3. 百 里 酚 蓝 试 候 (2 克 / 升 ;用 20 和 % V/V 乙醇 

配制 ) 100 毫升 
4. 盐酸 〈0.1 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 


5. 氧 氧化 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
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ii, SEES ae Oe 
于 是 “A 

+ + 

这 


方法 


日 明胶 溶 流 20 毫升 , 加 指示 剂 2 滴 , 逐 滴 加 大 氢 氧 化 钠 


RERREREA 〈pHL 约 为 9 )。 另 取水 20 毫升 ,加 指示 剂 2 
滴 , 用 碱 滴定 到 深度 和 白明 胶 液 一 样 的 绿色 。 把 白明 胶 溶 液 
疾 进 大 小 合适 的 透析 袋 , 漫 没 在 此 水 盗 液 里 , 静 置 , 观察 透析 
袋 里 外 溶液 颜色 的 变化 。 

重复 此 实验 ,但 白明 胶 和 水 盗 液 的 起 始 pH 调 到 2 去 右 ， 
使 咨 沾 呈 黄 一 浅 红 色 。 解 释 在 两 种 情况 下 看 到 的 颜色 变化 。 

说 明 FRSA pH4.8。 在 不 同 pH 下 百 里 
酚 蓝 的 颜色 变化 为 

pH 1.2—2.8 2—#— 

pH 8.0—9.6 Hm—A—iK 

6 RN ® 

使 分 子 通过 一 支 充 填 有 膨胀 的 凝 胶 颗 粒 的 柱子 ， 同 样 可 
以 根据 分 子 的 大 小 分 离 它们 。 许 多 材料 适用 于 这 个 目的 。 它 
们 的 组 成 和 孔 度 经 过 精心 的 调节 ,以 至 选择 合适 的 凝 胶 ? 就 能 
分 离 大 小 在 相当 穿 的 一 个 范围 内 的 各 种 分 子 。 凝 胶 过 滤 的 原 
理 可 以 Sephadex 〈 市 面 上 供应 的 各 种 凝 胶 过 滤 材 料 之 一 ) 为 
例 说 明之 。 葡 聚 糖 交 联 后 形成 一 种 多 糖 链 的 三 维 网 状 菇 构 。 
这 种 亲 水 的 不 溢 性 物质 制 成 的 微小 颗粒 就 是 Sephadex, 由 于 
它 的 羟基 含 量 很 高 ,是 高 极 性 的 , 置 于 水 里 时 显著 膨胀 。 小 分 
子 可 以 进入 这 种 凝 胶 ， 但 较 大 的 分 子 受 到 交 联 的 网 状 结 构 的 
阻碍 (图 3.4)。 这 意味 着 : 就 溶剂 占有 的 空间 来 说 ,为 凝 胶 完 
全 排 阻 的 那些 分 子 可 以 进入 的 部 分 ,要 比 自由 通 透 的 分 子 可 
以 进入 的 部 分 小 得 多 。 试 参考 图 3.5。 图 3.6 eRe 
程 的 示意 图 。 BE, 含有 大 分 子 (@ ) 和 小 分 子 (”) 的 混合 物 
被 置 于 柱子 的 顶部 (图 3.6(a)), 当 它 们 向 下 通过 柱子 时 ,小 
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”在 水 里 膨胀 的 
凝 胶 颗 粒 的 


FADED, fl 


图 3.4 凝 胶 过 滤 的 机 理 


MU 


(《a) 大 分 子 不 能 进入 凝 胶 ” 《by 小 分 子 自由 进入 凝 胶 
Bie AR 


V; + 
V, j V。 


图 3,) 凝 胶 过 滤 柱 对 各 种 分 子 的 有 效 体 积 。 阴 影 区 代表 可 以 进入 的 部 分 
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(a). (b) | (c) 
° Hee te 7 
“小 分 子 

3.6 Mite 

-分子 扩 散 进 入 凝 胶 ,而 大 分 子 为 凝 胶 颗 粒 完全 排 阻 , 因此 , 小 
分 子 在 柱子 里 行进 的 途径 ,要 比 大 分 子 长 (图 3.6(b))。 大 分 
子 先 走 出 柱子 , 小 分 子 后 走出 柱子 , 二 者 得 到 完全 的 分 离 ( 图 
3.6(c))。 此 法 有 时 被 称 为 “分子筛 ,但 这 个 名 称 可 能 会 引起 
误解 。 依 筛子 的 作用 ， 小 分 子 应 该 先 出 来 , 大 分 子 留 在 后 面 ， 
但 在 凝 胶 过 滤 过 程 中 的 情况 恰恰 相反 。 凝 胶 过 滤 的 一 个 小 小 
的 缺点 是 分 离 过 程 中 溶质 被 稀释 ， 但 多 数 其 它 层 析 技 术 也 有 
同样 的 问题 。 


原理 


凝 胶 柱 子 的 总 体积 (Vr), 是 凝 胶 基 质 的 体积 (Vs) 凝 胶 
颗粒 内 部 水 的 体积 (Vi) 和 凝 胶 颗 粒 外 面 水 的 体积 (Vo) 三 者 


之 和 : 
VT 一 Vi 十 Vi 十 Vro 


Vo 称 做 外 水 体积 , 它 是 洗 脱 为 凝 胶 粒子 完全 排 阻 的 分 子 
所 需要 的 液体 体积 。 
Vi 可 以 从 凝 胶 的 干 重 (a) 和 凝 胶 的 吸水 量 《W,) 计算 出 
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pm hae ay 
将 2 


它 和 柱子 的 大 小 及 形状 无 关 : 


来 , 称 为 内 水 体积 : 


Vi 一 aWio 
二 种 化 合 物 的 洗 脱 体积 (V。), 是 把 该 化 合 物 从 柱 中 洗 脱 
下 来 所 需要 的 液体 的 体积 : 
VL = Vy + KaVio 
Ky 是 内 水 体积 中 ， 可 为 该 特定 化 合 物 进 入 的 分 数 部 分 ， 


Hy tee BERL F 56 HEPA AY 2D SF, Ke = 0, Ve = Vos 能 够 
自由 透 人 凝 胶 粒 子 的 分 子 ，Ku = 1, Ve=Vot Vig 一 般 分 
FS Ka 值 在 0 和 1 之 间 。 如 果 a > 1, 说明 凝 胶 对 该 化 合 
物 有 吸附 作用 。 

设 有 二 种 物质 ,Ka DHA Ki AKG , 洗 脱 体积 之 差 为 V。， 
HBA: 

V,= Vi — V2 
= (V, + KiV;) — CV, + KV; ) 
. = (Ki — Ki)Vio : 

要 使 这 二 种 物质 完全 分 离 ,样品 的 体积 一 定 不 得 大 于 V,。 
实际 工作 中 ,样品 的 体积 一 定 要 比 V, 小 ,因为 在 柱子 里 存在 
扩散 作用 和 不 规则 的 六 动 ， 所 以 洗 陪 曲线 和 理想 情况 有 一 定 
的 差距 。 


凝 胶 过 滤 的 材料 


Pharmacia 公司 制造 交 联 的 葡 聚 糖 〈Sephadex)， 琼 脂 糖 
(Sepharose), 交 联 的 琼脂 糖 (Sepharose CL) 和 Sephacryl ; 
Bio-Rad 公司 制造 聚 丙烯 酰胺 〈Biogel P), 琼 脂 糖 (Biogel A), 
多 和 孔 玻 璃 《Bio-Glas) 和 聚 茶 乙烯 《〈Bio:Beads)。 它们 的 交 
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表 3.2 一 些 Sephadex RRHER 


sak SESH TF ee KE 柱 床 体积 
“gmx | pokaeam | CRE TBO| GEAR FBO 

G10 700 以 下 700 以 下 138 = 2 

G15 1500 以 下 1500 LF 1.5 3 

G25* 100—5000 | 1000—5000 rey ee 5. 

G50 500—10000 | 1500—30000 5.0 ema: 

G75 1000—50000 | 3000—80000 7.5 12-215" < 

G100 1000—100000 | 4000—150000 10.0 15—20 

G150 1000—150000 | 5000—400000 15.0 20—30 

G200 1000—200000 | 5000 一 800000 20.0 30 一 40 


 G25->200 亦 有 超 细 级 供应 。 
表 3.3 Sepharose 的 型 号 


排 阻 界限 《M. W. 义 109 


型 “号 eee 
eed ca 蛋白 质 
2B + 2B — CL 2 20 40 
4B + 4B 一 CL 4 fy ae ae 20 
6B + 6B — CL 6 1 4 


联 度 等 等 都 是 小 心 调节 过 的 ， 以 便 能 用 于 分 离 大 水 在 限定 范 
围 内 的 分 子 。 这 种 情况 可 用 Sephadex ( 表 3.2) 和 Sepharose 
( 表 3.3) 说 明之 。 但 有 用 分 离 范围 只 是 一 个 近似 值 史 因为 分 
离 作用 除了 与 分 子 的 大 小 有 关 之 外 ， 还 与 分 子 的 形状 和 电荷 
(影响 比较 小 ) AK Ro Sephadex G25 和 G50, HR He BEBE 
颗粒 的 大 小 , 又 分 成 细 粒 、 粗 粒 \ 中 粒 和 超 细 粒 几 种 级 别 。 细 
粒 适 用 于 需要 高 分 辩 率 的 绝 大 多 数 实验 室 工 作 , -使 用 大 柱 的 
制备 性 工作 用 粗 粒 比较 方便 ,因为 用 它 能 得 到 较 高 的 流速 
Sephadex 在 碱 性 和 弱酸 性 溶液 中 是 稳定 的 ， 但 应 避免 接 
触 强酸 的 浓 溶 液 , 以 防 糖 背 交 联 的 水 解 。 糖苷 的 水 解 和 时 间 
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BK 在 浓度 为 0.02 克 分 子 / 升 的 盐酸 里 ，Sephadex 在 6 个 

月 内 都 是 稳定 的 ， 但 在 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 中 , 仅 在 1 一 2 

小 时 内 是 稳定 的 。 Sephadex 不 能 和 氧化 试剂 并 用 。 Sephadex _ 
AGAR EN WIN RE AGILE EK, 

或 氧 仿 。 Sephadex 的 另 一 优点 是 可 以 反复 使 用 。 柱子 使 用 

过 后 ,用 水 彻底 请 洗 ,可 在 冷 室 存放 相当 长 的 时 间 。 

Sepharose 在 pH4—10 范围 内 是 稳定 的 ， 可 在 0—30° 
使 用 。Sepharose CL 在 pH3 一 14 范围 内 是 稳定 的 ,使 用 温度 
可 以 高 达 70°C. 这 些 凝 胶 的 孔隙 大 ;用 于 分 离 非 常 大 的 分 子 ， 
“如 核酸 和 病毒 。 

实验 3.3 FA Sephadex G-25 分 离 血 红 和 蛋白 和 2,4-— 
ERA AMR 

原理 

本 实验 描述 大 小 相差 悬殊 的 两 种 分 子 的 分 离 。 分 离 的 理 
论 根 据 上 面 已 经 讨论 过 。 层 析 柱 的 准备 及 加 样 时 的 注意 事 
项 ,将 留待 下 一 节 详 细 说 明 。 


材料 10 
1. Sephadex G25 25 克 
2. 层 析 柱 《20 厘米 X 1 厘米) 5 


3. 血红 蛋白, 分子 量 66000。 (从 血浆 中 分 离 出 
红细胞 ,加 等 体积 水 使 细胞 咨 血 , 离 心 除去 完 


整 细胞 和 血 影 细胞 。) 一 
4.2, 4- 二 硝 基 葵 天 冬 氨 酸 ,分 子 量 299 bp SH 
5. 氧 化 钠 (10 克 / 升 ) 1 升 
方法 


Sephadex G25 4 殉 悬 译 在 氧化 钠 溶 液 里 ， 放 置 ;3 小 时 使 
之 膨胀 。 在 此 期 间 ,搅动 溶液 ,用 倾 析 法 除去 细小 的 胶 粒 。 将 
GIB ek HBL AEB, LL Pes FA AE J iH, BEALE BH 
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用 下 沉降 。 配制 悬 液 的 溶剂 体积 要 远志 大 于 凝 胶 的 体积 , 以 
避免 在 柱子 中 夹 和 气泡。 如 此 装 成 18 厘米 X 1 厘米 的 柱子 。 

血红 蛋白 和 2, 4- 二 硝 基 葵 天 冬 氨 酸 的 混合 液 , 调 pH 至 
中 性 , 取 0.5 BH, 加 在 柱子 顶部 。 用 10 克 / 升 的 氧化 锁 流 洗 
脱 。 每 3 毫升 收集 一 份 ,直至 2, 4- 二 硝 基 茶 天 冬 氨 酸 全 部 洗 
出 为 止 。 测定 每 个 组 分 在 400 SROKA 555 SROKA, 
作 图 。 

1 .解释 结果 ! 

2. 柱子 的 外 水 体积 是 多 少 ? 与 预期 值 比 较 , 说 明 什 么 问 
题 ? 
- 实验 3.4 ”蛋白质 溶液 的 脱盐 

原理 

蛋白 质 为 Sephadex G25 和 G50 完全 排 阻 , 因此 Ka 为 
零 。 盐 分 则 可 进 人 凝 胶 , Ka 将 近 为 1 。 利 用 这 一 事实 可 以 代 
替 透 析 法 使 蛋白 质 溶液 脱盐 。 对 于 二 些 敏感 的 蛋白 质 , 透析 
脱盐 可 能 会 发 生变 性 ， 凝 胶 过 滤 法 脱盐 是 一 种 快速 和 理 息 的 
方法 。 分 离 这 类 极端 Ke 值 的 物质 ， 人 允许 使 用 较 大 体积 的 标 
未 ;以 使 凝 胶 过 滤 之 后 标本 的 稀释 少 。 “ 


材料 Xe ae 
1. Sephadex G25 25 克 

2. BARR: (20 厘米 X 1 BK) Mate te 

3. 血红 蛋白 ( 依 实验 3.3 法 制备 20 ETT 

4. 毛 化 钠 (10 克 / 升 ) 50 BEF. 
方法 2 


We Sephadex G25 HME 血红 蛋白 和 盐水 的 混合 物 
4 毫升 ;加 于 柱 顶 。 让 混合 物流 入 柱 中 ,至 液 面 恰好 盖 住 柱 顶 
后 , 用 蒸馏 水 洗 脱 。 保持 洗 脱 用 蒸馏 水 的 液 面 和 柱子 出 口 处 
的 垂直 距离 恒定 。 每 3 毫升 收集 一 份 , 直至 盐 份 全 部 洗 出 为 
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io 测定 每 个 组 分 中 的 血红 蛋白 含量 《测量 555 毫 微米 下 的 
soe illite 测量 Na* 或 Ci-7o 


Sem 


Sephadex 可 以 用 来 测定 分 子 量 。 将 未 知 分 子 量 的 分 子 从 
柱 中 洗 出 二 测定 洗 脱 体积 ”, 与 若干 标准 蛋白 质 的 洗 脱 体积 比 
较 ; 就 能 算出 未 知 的 分 子 量 。 在 凝 胶 的 有 效 使 用 范围 内 , 洗 脱 
体积 对 分 子 量 的 对 数 作 图 , 为 一 直线 关系 。 测定 分 子 量 更 快 
速 的 方法 ,是 用 薄 层 状 凝 胶 ,为 此 目的 使 用 的 凝 胶 是 特殊 的 超 
细 粒 凝 胶 。 凝 胶 在 0°C 膨胀 72 小 时 之 后 ,用 薄 层 层 析 的 铺 布 
装置 , 在 请 洁 的 干 板 上 铺 成 厚度 为 ,42 一 0.9 毫米 的 薄 层 。 薄 
板 保 存在 湿 室 中 。 使 用 前 ,在 薄 层 层 析 装 置 里 平衡 数 小 时 (图 
3.7)o -标本 点 在 薄 层 边缘 大 约 3 旦 米 处 ;- 机 样 时 不 停止 咨 剂 
Ti. TA HIAY TR He BOS Ee MAR A ZKOF 
成 10—20° 角 时 ,流速 可 以 达到 每 小 时 1 一 2 厘米 。 

层 析 完成 后 , 在 薄 层 上 覆盖 一 张 滤纸 , 将 标 杰 的 痕迹 印 
ial’ 到 滤纸 上 ,然后 用 适当 的 方法 染色 。 在 所 用 Sephadex 的 
有 效 使 用 范围 内 ， 球 形 蛋白 质 的 相对 移动 距离 对 分 子 量 的 对 
数 作 图 是 一 条 直线 。 


3.7 ” 薄 层 凝 胶 层 析 装置 


1) 原文 为 外 水 体积 ,显然 错误 > 应 为 洗 脱 体 积 。 一 一 译 者 
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薄 层 方法 中 ， 待 测 标本 和 标准 品 同时 层 析 ; eons 


少 , 这 是 它 比 柱 层 析 法 好 的 地 方 。 
实验 3.5 Sephadex G200 See 
的 分 子 量 
材料 10 
1. 薄 层 板 〈《200 毫米 X200 毫米 X0.9 BRK), A 
超 细 粒 的 Sephadex G200 铺 成 10 


2. 缓 冲 的 生理 盐水 〈 氯 化 钠 0.! 克 分 子 / 升 ， 用 
pH7.0, 0.02 克 分 子 / 升 的 磷酸 钠 缓 冲 液 配 


制 ) 5 Ft 
3. 用 缓冲 的 生理 盐水 配制 的 标准 蛋白 质 的 饱和 
Se 2 BF 
标准 蛋白 分 子 量 分 子 量 的 对 数 
细胞 色素 12400. 4,09 
抹香鲸 肌 红 蛋白 17800 4.25% 
卵 铺 蛋白 45000 4 65%. 
牛 血 清 清 蛋白 67000 +) pas" 
-7Y- 球 蛋白 -160000 © 5.20 
甲状 腺 球 蛋 白 670000 5.83 


4. 缓 冲 生理 盐水 配制 的 糜 蛋 日 酶 饱和 咨 液 2 毫升 
5. 丽 春 红 S(2 克 / 升 ,用 100 克 / 升 的 三 氯 醋酸 


Ac till ) NoPE yg 
6.70 (2%, V/V) Coal 2 Ft 
7. Whatman 3MM EArt KAN 10 
8. YA Hd 2s MOT A. A 3.7 | 5 
9. 毛 细 吸 管 或 测 融 点 用 毛细 管 10 
方法 


用 毛细 吸管 或 融 点 测定 毛细 管 将 标准 蛋白 质 和 说 蛋白 酶 
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溶液 小 心 点 到 凝 胶 上 ，, 加 样 时 不 停止 深 剂 流动 。 注意 不 要 损 
坏 凝 胶 表 面 ,点 样 点 要 尽 可 能 小 ,最 大 直径 4 毫米 。 
用 蓝 色 葡 聚 糖 做 为 示 啼 物质 ， 在 它 的 蓝 色 斑点 走 近 层 析 
板 下 端 时 (3 一 5 小 时 )， 停 止 层 析 。 从 层 析 箱 中 取出 薄板 ;将 
—# Whatman 3MM 滤纸 小 心 压 在 凝 胶 表 面 上 ， 留 置 10 分 
钟 ,使 蛋白 质 转 印 到 滤纸 上 。 揭 下 滤纸 , 浸 人 丽 春 红 $ 液 中 染 
色 10 分 钟 ,以 确定 蛋白 质 的 位 置 。 用 2% V/V 乙酸 反复 洗涤 
滤纸 ;直至 背景 无 名。 量 出 蛋白 质 移 动 的 距离 (单位 : 毫米 )， 
对 分 子 量 的 对 数 作 图 。 量 出 麻 蛋 白 酶 移动 的 距离 ,从 标准 曲 
线 上 求 得 它 的 分 子 量 。 | 


层 析 
柱 层 析 的 实践 


各 种 化 合 物 的 柱 层 析 分 离 是 生化 工作 中 使 用 最 广泛 的 技 
术 之 一 。 在 论述 各 种 类 型 的 柱 层 析 方法 之 前 , 先 考虑 柱子 的 
准备 和 操作 中 的 一 般 注 意 事项 。 

柱子 “:: 层 析 柱 一 般 是 玻璃 的 。 长 柱 的 分 辩 率 通常 较 
高 然而 投料 量 大 时 用 粗 柱 更 好 。 层 析 柱 的 基本 构造 示 于 图 
3.8, 

材料 预 各 ”用 于 层 析 分 离 的 材料 很 多 , 装 柱 之 前 ;都 要 
和 深 剂 平衡 。 此 外 ,常常 还 需要 做 一 些 预 处 理 ; 如 一 些 凝 胶 过 
滤 的 材料 需要 膨胀 ,吸附 剂 需要 加 热 或 酸 处 理 活 化 ,离子 交换 
树脂 必须 用 洗涤 法 转变 成 为 需要 的 离子 型 。 

和 溶剂 平衡 期 间 , 让 装 柱 的 材料 沉降 ,用 倾 析 法 除 掉 悬 液 
中 漂浮 的 细小 颗粒 [图 3.9(a)]。 不 去 掉 这 种 细小 颗粒 ;它们 
就 会 堵 住 柱 中 的 空隙 ,显著 减 小 溶剂 的 流速 。 

装 柱 ”， 在 柱子 里 次 人 溶剂 至 柱子 全 长 的 三 分 之 一 。 用 
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溶剂 将 装 柱 材料 调 成 糊 状 , 沿 玻 棒 慢 慢 


和 稳 压 装置 相 
HEB FS FCA 


Be bt RK 
保护 柱 床 表面 不 受 
扰动 的 圆 滤 纸 片 


支持 用 的 
尼龙 纲 或 玻璃 棉 
死 腔 , 尽 可 能 小 ,以 避免 
分 离 后 各 峰 重 新 混合 


| 一 
oF 收集 器 相连 


图 3.8 柱 层 析 装 置 


倒 进 柱 中 ;注意 不 要 来 


人 气泡 (图 3.9(b))。 


La, Boe 


EMA. AT Bik 
柱 床 分 层 ， 倾 倒 第 二 


” 份 装 柱 材 料 时 ， 应 当 
| 用 玻 棒 搅 开 已 经 沉 本 


形成 的 表面 。 重 复 此 
过 程 直至 柱 床 到 达 需 
要 的 高 度 。 用 溶剂 彻 
底 洗涤 柱子 后 ， 证 溶 
剂 的 液 面 降低 到 人 恰好 
在 柱 床 表面 上 面 。 在 
柱 床 表面 放置 一 块 圆 
形 滤纸 ， 保 护 柱 床 表 
面 在 加 样 时 不 被 扰 
Ho 

加 样 “ 先 将 标 
本 溶 在 溶剂 里 ， 或 在 
上 柱 之 前 对 洗 脱 缓冲 
WET FARA LE 
方法 ， 是 用 二 个 泵 输 


送 样 品 ; 通过 一 个 专 


门 设计 的 装置 使 样品 
均匀 地 分 布 在 柱 床 表 
Hit, (Ex RE 
HORE FUME EEE, AR 


PFE EA. Alt EAS MSH, AAT RAIR, 小 
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RiM= i ARG 
物 加 0.5 体积 容 剂 
含有 沉 析 中 的 
BRAY EE fei 
防止 夹 人 气 
泡 的 玻璃 棒 
ps at 在 溶剂 中 的 
ne ae - AMISERE 
Bei! ey 的 细小 颗粒 RABE 
—__ BeRTEF. 
ane 使 沉淀 均匀 ,并 
除 气 泡 


一 -一 尼龙 或 玻璃 棉 
支持 物 


-一 一 稍 打开 的 开关 
帮助 沉积 


图 3.9 ” 层 析 柱 的 准备 


心地 加 到 柱 床 表面 上 ,然后 打开 柱 底 开 关 ，, 放 出 溶剂 直至 标本 
液 的 弯 月 面 恰 好 在 柱 床 表面 上 。 REAR. AEC 
在 柱 顶 维持 恒定 的 压力 。 

AM “ 下 一 步 就 是 用 合适 的 溢 剂 把 柱 中 的 物质 依次 洗 
脱 下 来 。 置 换 法 : 溶剂 和 层 析 材料 的 相互 作用 比 柱 中 的 化 合 
物 和 层 析 材料 的 相互 作用 强 ,因此 把 结合 着 的 分 子 置 换 下 来 。 
一 根 特 定 的 柱子 有 它 所 能 结合 的 标本 成 分 的 极限 。 用 置换 
法 ,标本 量 可 以 大 到 柱子 总 容量 的 30 多 ,分 离 效果 一 般 还 是 可 
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以 的 。 但 是 ,要 使 各 峰 分 得 更 开 , 最 好 是 用 洗 脱 法 。 用 洗 脱 法 
时 ,上 样 量 不 要 超过 柱子 总 容量 的 10 狗 。 Bb, ARIAT 
子 的 相互 作用 要 比 某 些 溶 质 分 子 和 柱子 的 相互 作用 弱 , 所 以 ， 
逐步 洗 脱 的 是 那些 结合 更 弱 的 分 子 。 洗 脱 法 也 许 是 最 常用 的 
洗 脱 方法 ,通过 改变 洗 脱 液 的 _ pH， 离子 强度 或 溶剂 的 极 性 ， 
把 各 种 分 子 从 柱 上 洗 下 来 。 一 种 化 合 物 从 柱 中 出 来 后 , 简单 


地 改变 一 下 洗 脱 溶剂 y 称 做 阶段 洗 脱 法 。 另 一 种 办 法 是 逐渐 


改变 溶剂 的 性 质 , 使 用 增高 的 离子 强度 .pH 或 极 性 的 梯度 把 


各 种 成 分 洗 脱 下 来 。 这 种 方法 称 为 梯度 洗 脱 法 。 它 的 优点 是 “ 


拖 尾 《在 下 文 吸附 层 析 中 要 讨论 的 一 个 现象 ) 小 。 -简单 地 变 


化 容器 的 相对 直径 ， 即 可 以 得 到 线性 的 、 凹 的 或 是 凸 的 梯度 
(图 3.10)。 


分 部 收集 和 分 析 “用 手工 ， 或 更 普 遍 地 是 用 自动 分 部 
收集 辟 将 来 自 柱 子 的 流出 液 收 集 在 一 系列 试管 里 。 该 收集 器 
将 预定 体积 或 滴 数 的 度 出 该 收集 到 一 支 试 管 里 ， 然 后 移 开 这 
支 试 管 ; 换 上 另 一 支 试管 。 分 析 每 一 组 分 中 所 研究 的 化 合 物 ， 
画 出 洗 脱 的 化 合 物 的 量 对 流出 流体 积 的 洗 脱 图 形 。 让 流出 沪 
连续 通过 一 个 流动 比 色 池 ， 测 量 在 280 毫 微米 或 260 毫 微米 
的 光 吸 收 , 便 能 监测 每 一 组 分 中 蛋白 质 或 核酸 的 含量 。 


吸附 层 析 


这 是 最 古老 的 层 析 方法 ,1903 年 俄国 植物 学 家 Tswett 第 
一 个 用 它 来 分 离 植 物色 素 。 这 项 技术 被 遗忘 多 年 之 后 ，Kuhn 
和 Lederer 重新 用 它 在 制备 规模 分 离 胡 萝卜 素 和 叶 黄 素 。 此 
后 ,化 学 家 们 迅速 采用 和 发 展 了 这 项 技术 。 

化 合 物 被 柱子 吸附 之 后 ， 柱 上 结合 的 分 子 和 溶液 中 的 游 
离 分 子 之 间 建 立 起 一 种 平衡 。 结合 的 强度 由 电荷 、 范 德 瓦尔 
斯 力 、 偶 极 相互 作用 、 氢 键 和 立体 因素 所 规定 ,也 就 是 取决 于 
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化 合 物 的 结构 。 单位 重量 吸附 剂 吸附 的 溶质 质量 (m) 决定 
于 溶质 的 浓度 〈c)。 Langmuir 假设 (a) 吸附 是 单 层 的 和 (b) 
和 吸附 剂 磁 撞 的 分 子 当 中 只 有 一 部 分 被 吸附 ， 由 此 推导 出 一 
个 公式 , 称 做 Langmuir 等 温 吸 附 公式 : 

KRC 

1 = Keg 
K, 是 单位 重量 吸附 剂 上 活性 吸附 位 点 数目 的 度量 , 由 吸附 剂 
的 性 质 所 决定 。 K. 是 溶质 分 子 和 吸附 剂 之 间 亲 和 力 的 度量 ; 
受 体系 中 所 有 各 种 成 分 的 影响 。 

Langmuir 假设 吸附 剂 上 面 只 有 一 种 结合 位 点 , 但 实际 上 
吸附 剂 表面 存在 许多 种 不 同 的 位 点 ， 每 一 种 位 点 和 淤 质 分 子 
有 不 同 的 亲和力 ,所 以 给 出 一 系列 Langmuir A Sie 
式 。 因 此 ，Hinashelwood 提出 ,更 准确 的 公式 是 


K,K,C 
m = eee ae 
2 1+K,c° 


这 个 公式 实际 上 和 在 实践 中 发 现 的 Freundlich :等 温 吸附 公式 


相似 。 Freundlich 公式 是 
m = KC*, 


Freundlich : 


吸附 的 溢 质 质量 »m 


Langmuir 


JERE, < 
A 3.11 Freundlich 和 Langmuir 等 温 吸 附 曲线 
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化 合 物 的 量 


。 流出 液体 积 


图 3.12 ”从 吸附 柱 上 洗 脱 一 种 化 合 物 呈 现 的 “ 拖 尾 ` 现象 


K 和 x 是 依赖 于 所 用 的 特定 体系 的 常数 。 

Langmuir 和 Freundlich 等 刘 吸 附 公式 二 者 的 差别 用 图 
3.11 议 明 之 。 

在 化 合 物 洗 脱 图 形 中 观察 到 的 ' 拖 尾 " 现 象 (图 3.12), 是 
各 种 结合 位 点 亲和力 不 同 所 致 。 用 合适 pH, Bie RK 
性 的 梯度 溶液 洗 脱 ， 使 得 浓度 较 高 的 洗 脱 祖 去 置换 吸附 得 较 
紧密 的 分 子 , 就 有 可 能 克服 HE”. 

实验 3.6 ”碳酸 钙 柱 分 离 青草 色素 

原理 

吸附 层 析 的 原理 ， 可 用 植物 色素 在 碳酸 钙 柱 上 的 分 离 简 
单 地 曾 明 。 用 有 机 溶剂 提取 青草 , 在 含有 浓 提 取 滚 的 烧杯 里 
立 一 枝 粉 笔 。 毛细 作用 使 液体 沿 着 粉笔 上 升 , 从 而 在 粉笔 上 
呈现 分 立 的 植物 色素 色 带 。 叶 绿 素 是 绿色 的 ， 叶 黄 素 是 黄色 
BAY bAER AN 

材料 

Fe 

2. 研 钵 

3. 普 通 白粉 笔 (不 用 无 侍 粉笔 ) 

4. 烧 杯 〈《50 毫升 ) 


— 
i) 


Vi Ww WM 


e 67 e 


5. 丙 酮 或 乙醇 100 至 天 


方法 

用 剪刀 将 青草 剪 碎 , 置 于 研 钵 里 ， 加 丙 坪 或 乙 丁 研 唐 以 提 
取 色 素 。 提 取 液 傅 浓 ,结果 愈 好 。 离 心 或 过 滤 后 , 取 5 SA 
绿色 的 提取 液 置 于 一 个 烧杯 里 , 在 烧杯 中 央 立 一 支 粉笔 。 经 
过 合适 时 间 之 后 ， 画 出 色素 在 粉笔 上 分 离 得 到 的 图 谱 ， 根据 颜 
色 鉴 定 每 一 条 区 带 。 

实验 3.7 LH TU OEM EL 

原理 

原理 和 上 面 实验 相似 。 葵 剧 毒 ,操作 时 务 加 小 心 ; 实 验 应 
当 在 通风 柜 里 操作 ,不 要 在 敞开 的 实验 室 里 做 。 


材料 了 0 
1. 层 析 柱 《20 厘米 X1 BK) ‘5 
2. 新 鲜 的 菠菜 叶子 a 
3. 氧 化 铝 100 4 

«4 TRB ES 200 克 
5. Fee (Hoi at A Re GY) 2 ¢ 9200 Se 
6. 硫酸 钠 ( 无 水 ) 100 3% 
7. tee CH A 60—80°C ) 1 Ft 
8. 甲醇 | 500 BF 
9 500 毫升 
10. Re 5 
方法 


提取 ”菠菜 叶子 用 均 浆 器 打 碎 ， 然 后 在 石油 醚 、 甲醇 、 


葵 (45:15:5) 的 混合 液 中 振 摇 抽 提 。 过 滤 去 掉 残 痊 ， 凑 臣 用 


水 洗涤 4 次 以 除去 甲醇 。 吕 免 剧 烈 振 摇 , 否则 会 形成 乳 状 疲 。 
加 入 无 水 硫酸 钠 除 去 提取 液 中 残留 的 痕 量 水 分 。 滤 去 固体 物 
质 , 滤 液 在 通风 柜 里 小 心 蒸发 浓缩 到 几 毫 升 。 
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柱 中 ,氧化 钻 层 5 厘米 ,碳酸 钙 层 7 厘米 及 蔗糖 层 7 BK, Bi 
层 吸附 剂 之 间 用 一 片 圆 形 滤纸 隔 开 。 装 柱 时 为 了 帮助 充填 ， 
可 以 在 柱 底 轻 轻 地 抽 吸 。 用 几 体积 洗 脱 用 溶剂 (共和 石油 醋 
的 1:4 的 混合 物 ) 洗 涤 柱子 。 

色素 的 分 离 和 洗 脱 “。， 在 柱 顶 几乎 干燥 时 ,加 上 提取 液 ， 

用 溶剂 洗 脱 。 如 果 流 速 太 慢 , 可 在 柱 顶 轻 轻 加 压 。 分 部 收集 
洗 脱 液 , 画 出 每 一 个 色 峰 的 吸附 图 谱 。 
离子 交换 层 析 

.离子 交换 层 析 可 以 广义 地 定义 如 下 : 设 有 一 种 不 溶性 的 
基质 ,含有 可 与 周围 介质 中 的 离子 交换 的 不 稳定 离子 ,在 这 种 
基质 上 分 离 化 合 物 就 是 离子 交换 层 析 。 

离子 交换 基质 “1935 年 ,Adams 和 Holmes 将 酚 、 磺 酸 
和 甲醛 一 起 缩合 形成 一 种 不 溶性 的 树脂 ， 第 一 次 合成 了 离子 
交换 物质 。 自 此 之 后 ,合成 了 许多 其 它 树 脂 , 大 多 数 以 芳香 性 
化 谷物 做 为 原料 。 这 类 树脂 的 一 个 例子 是 二 乙烯 共和 苯 乙 燃 
的 聚合 物 (图 3. 13)。 经 过 合适 的 化 学 反应 ,在 此 聚合 物 的 芳 
香 环 上 可 以 引信 可 解 离 的 基 团 。 反 应 物 中 二 乙烯 茶 和 苯 乙 烯 


一 CH-CH,; 一 CH-CH :一 CH-—CH,—CH~CH,—CH—CH— 


Pye (3 Oy 


图 3.13 AOC MARK ZT eR IE 


的 相对 含量 决定 了 聚 葵 乙烯 链 之 间 交 联 的 程度 ， 从 而 影响 树 
脂 的 吸水 量 。 所 有 离子 交换 树脂 都 在 水 里 阿 胀 , 交 联 度 愈 高 
吸水 量 傅 小。 小 心 控制 交 联 度 , 还 可 能 产生 分 子 筛 效应 。。 

分 离 氨基 酸 之 类 小 分 子 , 离 子 交换 树脂 是 理想 的 ;但 它 不 
适合 于 分 离 蛋 白质 之 类 大 分 子 ， 因 为 蛋白 质 不 能 进 大 树脂 的 
紧密 交 联 的 结构 。 Ait, 大 分 子 是 用 取代 的 纤维 素 和 葡 聚 糖 
来 分 离 的 ， 这 些 材料 是 纤维 状 的 ， 大 部 分 功能 团 分 布 在 表面 
nae | . 
可 电离 的 基 团 ”根据 对 负离子 或 对 正 离子 的 亲和力 ， 
离子 交换 材料 或 是 阴离子 的 ,或 是 阳离子 的 。 例 如 ;阳离子 交 
换 材 料 交换 正 离子 ,所 以 , 正 是 由 离子 交换 材料 可 交换 的 离子 
携带 的 电荷 ;决定 了 它 是 阴离子 的 还 是 阳离子 的 交换 剂 ; 而 不 
由 基质 本 身 所 带 的 电荷 来 决定 (图 3.14)。 

这 二 类 交换 材料 还 可 以 按 其 电离 基 团 的 强 弱 进一步 分 


型 。 含 有 基 团 一 SO;H、 —NR, 的 交换 材料 是 强 电离 的 ， 含 
有 基 团 —COOH, —OH 和 —NH, 的 是 弱电 离 的 。 强 离子 


阴离子 交换 剂 
固定 离子 + 
活动 反 离 子 3) 


A314 阴离子 和 阳离子 交换 材料 
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交换 树脂 完全 电离 ;除了 在 极端 pHE 值 之 外 关 以 带电 的 状态 存 
在 。 
二 SG —SO; 十 Ht 
—NR,OH <== _NR, + OH 
另 一 方面 ， 弱 离子 交换 材料 所 含 基 团 的 电离 状态 取决 于 
pH, ReE—T RAW pH 范围 内 ， 具 有 最 大 的 交换 容量 时 才 
pinay 
—COOH == 一 COO- + Ht 
—NH}; <== —NH,+ Ht 
大 致 来 说 ,含有 羧基 的 树脂 ; 在 pH56- 以 于 具有 最 大 的 交换 容 
量 ; 而 含 氨基 的 树脂 ;在 -pH6- 忆 下 有 效 5 
离子 交换 纤维 素 是 多 药物 上 的 一 OH 基 为 弱电 离 基 团 取 
代 的 产物 。 取代 的 密度 比较 低 ， 因 为 取代 太 多 会 使 纤维 素 溶 
解 。 表 .对 列 出 通常 遏 到 的 可 电离 基 团 和 它们 的 常用 缩写 符 
号 。 
弱电 离 位 点 的 密度 低 是 有 利 的 ， 因 为 高 分 子 量 物 质 和 交 
换 剂 的 结合 随 之 不 太 紧 密 ,在 温和 的 条 件 下 便 能 解析 下 来 。 
离子 交换 平衡 “下面 事例 说 明 离子 交换 材料 作用 的 葛 
HK: 使 用 一 种 含有 氨基 的 阴离子 交换 树脂 来 分 离 两 种 带 
有 负电 荷 的 离子 X- 和 Y- (图 3.15)。 
树脂 上 可 电离 基 团 的 浓度 可 以 高 达 6 一 10 克 分 子 / 升 ,所 
以 ,交换 容量 非常 高 。 
虽然 离子 交换 材料 被 说 成 是 单一 功能 的 汪 用 于 分 离 时 仅 
利用 它 的 离子 交换 作用 ， 但 实际 上 也 可 能 存在 一 些 分 子 筛 效 
应 和 咀 附 作用 。 离子 交换 剂 的 吸附 作用 比较 小 , 但 有 时 能 用 
它 来 分 离 性 质 非 常 相似 的 化 合 物 。 
结合 的 离子 的 洗 脱 ”改变 缓冲 液 的 pH 可 以 把 结合 
着 的 离子 洗 脱 下 来 。 例 如 , 使 pH AX-BSRHSH AS 
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23.4 一些 取代 纤维 素 的 可 电离 基 团 cid 


公 式 可 电离 基 团 | 缩写 pK 

阳离子 交换 剂 
—CH,—SO,H 磺 甲 基 SM 2.5 
—CH,—COOH writ | CM 3.5 
—PO,H, | . BRR | oP 6.0 
阴离子 交换 剂 sag 

CH, 
—CH,CH,—N -Z7,. RCA DEAE 9.5 

\c.H, 

eds 

--CH,—CH,— N —C,H, =ZARAE TEAE 10.0 


C,H; 


- 动 , 蛋 白质 的 净 电 和 荷 就 减少 ,不 再 被 结合 。 如 果 其 它 带 电 的 蛋 
白质 保留 在 柱子 上 ， 分 离 的 目的 就 达到 了 。 也 可 以 增加 缓冲 
WRN TRE ,把 结合 着 的 离子 洗 脱 下 来 s 此 时 ,溶剂 中 高 浓 
度 的 离子 , 和 结合 着 的 离子 竞争 离子 交换 材料 上 的 带电 基 团 ， 
把 结合 着 的 离子 置换 下 来 。 变换 洗 脱 缓冲 熙 ,可 用 迅速 变化 
pH 或 离子 强度 的 方法 ， 也 可 以 使 用 前 已 讨论 过 的 梯度 方法， 
逐渐 改变 pH 或 离子 强度 。 

要 知道 ,离子 的 结合 不 是 一 种 全 或 无 现象 。 和 离子 交换 
材料 紧密 结合 的 离子 ,与 溶液 中 游离 离子 之 间 存 在 着 平衡 。 结 
合 的 紧密 程度 取决 于 树脂 的 性 质 ,` 温 度 、 离 子 强度 和 盗 剂 的 组 
成 。 弱 电离 树脂 和 离子 的 结合 还 取决 于 树脂 电离 的 程度 和 被 
分 离 的 物质 电离 的 程度 。 

弱酸 和 弱 碱 与 弱 离 子 交 换 树 脂 生 成 不 稳定 的 盐 ， 与 强酸 
性 或 强 碱 性 树脂 生成 稳定 的 盐 。 在 实际 工作 中 , 这 三 种 极端 
情况 皆 是 不 可 取 的 。 首先 , 被 交换 的 离子 和 离子 交换 剂 的 结 
合 是 离子 交换 层 析 的 关键 ,但 在 必要 时 它们 又 必须 能 够 分 开 。 
高 价 离子 最 容易 结合 , 但 不 容易 分 开 。 对 于 典型 的 强 阴 离子 
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AAA 不 带电 荷 
| pH 降 到 6 以 下 
开始 4 
加 要 分 离 的 X- 
AY 的 混合 物 
BH Y 结合 
分 wx ee x 
| 用 cr Be 
muh 7 sila 高 浓度 的 CI 
分 we 高 ln 
| 用 碱 再 生 
Ba 7 ee 
+... OH- - 用 碱 使 、 
Yew OH Pik 


3.15 PAB FRRETHETHR 


HME, TRAD WR: Ht < Nat < Mgt*t< 
Al+t+ < Tht*+, 用 高 价 离子 置换 树脂 结合 的 离子 时 ， 要 用 
稀 溶液 ,用 低 价 离子 时 , 则 用 浓 溶 该 。 

离子 交换 材料 的 处 理 ”树脂 和 取代 的 多 糖 类 ， 先 在 蒸 
饮水 中 膨胀 , 去 掉 细 小 颗粒 如 前 述 。 商 售 树脂 特别 是 阳离子 
交换 树脂 ,可 能 含有 铁 和 其 它 重 金属 离子 , 应 当 用 盐酸 《2 一 4 
克 分 子 / 升 ) 洗 涤 除 去 。 


1) 原文 为 强 阴 离子 交换 树脂 ,根据 上 下 文 意思 ,是 错误 的 。 一 一 译 者 
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然后 用 合适 的 溶液 洗涤 离子 交换 材料 ， 使 之 转变 为 要 求 


的 离子 型 。 例 如 , 先 用 盐酸 然后 用 水 洗涤 至 中 性 ,阳离子 交换 
树脂 就 转变 成 为 H+ 型 。 同 样 。 用 氧化 钠 或 所 氧化 钠 洗 涤 , 再 
用 水 洗 至 中 性 ,树脂 就 转变 成 为 Na+ 型 。 i 
装 柱 前 的 最 后 一 个 步 又 ， 是 将 离子 交换 材料 和 洗 脱 缓冲 

液 一 起 搅拌 ,使 之 达到 平衡 。 显 然 ,缓冲 离子 必须 是 不 和 树脂 
结合 的 。 


实验 3.8 用 阳离子 交换 树脂 交换 氧化 钠 

材料 See 
1. 强酸 性 树脂 RE 30 3 
2. 弱酸 性 树脂 | 30 5a 
3. AMC C10 58 /Ft) : 100 毫升 
4, BAAR (O01 克 分 子 / 升 ) 200 毫升 

5. 层 析 柱 〈20 BOK X 1 DK) 10 
方法 


H* 型 强酸 性 树脂 5 克 , 装 柱 , 用 蒸馏 水 洗 放 柱子 至 访 出 


pH 和 蒸馏 水 相同 。 当 柱 顶 几 乎 流 干 时 , 加 10 克 / 升 的 氧 
化 钠 10 毫升 ,让 其 流入 柱 中 。 当 氧化 钠 液 的 弯 月 面 恰好 在 树 
脂 上 面 时 ,用 水 洗 脱 ,收集 流出 液 共 50 毫升 。 用 0.1 克 分 子 / 
升 之 氢 氧 化 钠 滴定 流出 液 ;计算 被 交换 的 钠 离 子 的 百分数 


用 弱 离 子 交 换 树脂 重复 同样 实验 ,讨论 你 的 结果 。 
实验 3.9 ”离子 交换 层 析 分 离 氨 基 酸 
材料 | | 10 


1. BATE (20 ROK X 1.5 厘米 ) SR 5 
2. 强 酸性 树脂 | 3058 
3. 盐酸 (4 克 分 子 / 升 ) Star eis 
4. 盐酸 (0.1 克 分 子 / 升 ) 4 升 
5. 玻 璃 毛 < 


。 746 


6. 氨基 酸 混合 物 〈 用 1)0.1 克 分 子 / 升 的 HCL 每 种 氮 
解 门 冬 氨 酸 ， 组 氨 酸 和 赖 氨 酸 至 终 浓 度 为 2 ” 基 酸 10 


毫克 /毫升 ) Zo 
F: Tris-HCl 缓冲 液 (0.2 克 分 子 / 升 ，pHL8. 5) 3 F 
8. 氨 氧化 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 2 Ft 
9 .分 液 漏斗 (500 毫升 ) 10 
10 .乙酸 缓冲 液 ( 4 克 分 子 / 升 , pH5.5) 250 毫升 


11. 草 三 酮 试剂 ( 曹 三 酮 20 FE, 1 升 双 -2 , 凑 - 二 
氢化 章 三 酮 -1, 3 3 克 ， 溶 于 750 毫升 亿 二 


醇 甲 醚 中 ,加 乙酸 缓冲 液 250 毫升 ) 1 Fr 
12. 乙 二 醇 甲 醚 Ft 
13.7 (50%, V/V) Fp 
14. 草 三 酮 (2 克 / 升 ,丙酮 配制 ) 100 毫升 
15.105°C 烤箱 1 
方法 


装 柱 ”每 克 干 树脂 加 15 一 30 毫升 4 克 分 子 / 升 的 盐 


酸 , 轻 轻 搅拌 ,使 之 充分 膨胀 。 让 树脂 沉 析 , 倾 去 上 层 酸 波 。 用 


0.1 克 分 子 / 升 的 HC 反复 洗涤 树脂 。 将 树脂 悬浮 于 此 酸 被 
中 ;, 装 柱 如 前 述 。 

乞 基 酸 的 洗 脱 “在 柱 顶 小 心 加 氨基 酸 混合 物 0.2 毫 升 ， 
打开 柱 底 出 口 ; 让 标 未 流 人 柱 中 。 如 上 加 0.1 克 分 子 / 升 的 
HC! 0.2 毫升 ,让 其 流入 柱 中 ,重复 此 操作 二 次 。 最后, 在 树 
脂 顶 部 加 2 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 ， 连 接 柱 子 和 装 有 500 
毫升 0.1 克 分 子 / 升 盐酸 的 贮 液 瓶 。 调 节 瓶 子 的 高 度 , 使 流速 
为 每 分 钟 1 毫升 左右 。 每 2 毫升 收集 1 管 , 共 收集 40 管 。 每 


. 隔 5 管 取 一 份 标本 检查 氮 基 酸 。 将 标本 泣 到 痕 纸 上。 se 


草 三 酮 的 丙酮 溶液 中 漫 一 下 ; 于 105"C 烤箱 里 烤 干 。 如 存在 
氨基 酸 时 滤纸 上 呈 现 蓝 色 斑点 。 洗 出 第 一 个 氨基 酸 后 ， 邯 去 


a 沁 


0.1 克 分 子 / 升 HCl 的 贮 流 瓶 ,并 使 酸 液 液 面 降 低 到 恰好 在 树 
ASEM. 加 2 毫升 0.2 克 分 子 / 升 的 Tris-HCl 缓冲 该 (pH 
8.5), 让 其 流入 柱 中 。 接 上 这 种 缓冲 流 的 贮 液 瓶 ,继续 洗 脱 至 
第 三 种 氨基 酸 出 来 。 

氨基酸 的 检查 每 管 加 几 滴 酸 或 碱 ,将 pH AFIS. 各 
加 2 毫升 缓冲 的 曹 三 酮 试剂 ,沸水 浴 加 热 15 Oe. RASS 
温 ,加 3 毫升 50% 乙醇 ,放置 10 分 钟 ， 在 520 毫 微米 处 读 出 
消光 数值 。 同时 做 合适 的 空白 管 和 标准 管 , 以 每 管 中 的 氮 基 
酸 含量 对 洗 脱 流体 积 作 图 。 

氨基酸 依 何 种 次 序 洗 出 ? 为 什么 ”参考 表 3.5 回答 。 

表 3.5 三 种 氨基 酸 的 pK 值 和 净 电荷 为 零 时 的 _ pH 


氨基 酸 pK, pK, pK; 等 电 点 
天 冬 氮 酸 2.0 3.9 10.0 2.9 
组 氮 酸 1.8 6.0 9.2 =. 76 


i APB Ded 9.2 10.8 10.0 


分 配 层 析 


溶 于 有 机 溶剂 而 难 溶 于 水 的 化 合 物 ,用 吸附 层 析 分 离 ; 可 
电离 的 水 溶性 化 合 物 , 最 好 用 离子 交换 层 析 分 离 。 SMB 
STRAT ASE RBI ZI, BEI EAT AOL 
剂 的 化 合 物 容易 用 分 配 层 析 分 离 。 

某 一 化 合 物 ,与 两 种 互 不 混 溶 的 溶剂 一 起 振 摇 , 这 种 化 合 
物 就 不 等 地 分 配 在 两 相 之 间 。 平衡 时 ,该 化 合 物 在 二 种 溶剂 
中 浓度 的 比率 是 常数 , 称 做 分 配 系数 (c)。 

_ 溶剂 1 中 x 的 浓度 ， 
溶剂 2 中 x 的 浓度 " 
在 分 配 层 析 中 ,溶剂 之 一 通常 是 水 ,吸着 在 起 支持 物 帮 用 


e TI6 。 


Mba 
GRAB) 


3.16 RMA RE 


Niki bo MLE EERE. 由 水 饱和 的 , 相 
对 于 静止 相 度 动 的 有 机 溶剂 构成 另 一 相 。 如 果 混 合 物 中 的 各 
种 成 分 ,在 咨 剂 之 间 的 分 配 系数 差别 足够 大 ,它们 就 得 到 分 离 
《图 3.16)。 

KARL ”” 纸 片 型 纤维 素 是 一 种 理想 的 分 配 层 析 支 
持 物 。 在 这 种 支持 物 上 ,纤维 素 纤维 吸着 水 分 形成 亲 水 的 静止 
相 5 1941 年 Consden, Gordon 和 Martin 首先 用 滤纸 做 为 分 
配 层 析 支 持 物 。 此 后 出 现 了 大 量 纸 层 析 技 术 的 著作 和 书籍 。 

eA BNIRG WRAERL. FRA. LEA Mitt AK ee 
谱 展 开 。 记 下 溶剂 前 缘 的 位 置 。 纸 干 燥 后 , 用 合适 的 染色 反 
应 呈现 混合 物 中 各 种 成 分 的 位 置 。 化 合 物 在 纸 上 移 动 距 离 和 
溶剂 前 缘 移动 距离 之 比 称 为 Re 值 。 在 小 心 控制 的 深 质 浓度 、 
温度 和 pH ALE TT, 特定 的 化 合 物 在 某 一 溶剂 系统 中 和 某 种 
week EF, Re 值 接 近 和 常数 (图 3.17)。 

Re 值 和 分 配 系数 'c 的 关系 是 : 


tied Bk 
a=—|—-—1}], 
A, Re 
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溶剂 前 沿 


RA 


图 3.17“ 纸 层 析 中 Re 值 的 含意 、 


— 液 相 的 横 截 面积 ，A, — 固态 静止 相 的 横 截 面积 。 
对 于 同系 物 系列 ， Re 对 同系 物 序 数 作 图 ， 得 到 一 条 直 
线 。 Ra 的 定义 为 : 


R, = log (= 一 1)。 


假如 支持 物 不 是 完全 惰性 的 ， 吸附 作用 和 离子 交换 与 分 
配 作用 并 存 ,结果 就 偏离 上 面 的 等 式 。 

标本 的 处 理 ”研究 生物 材料 时 ， 标 本 在 层 析 之 前 需要 
脱盐 ,最 好 用 电解 〈electrolysis) 或 电 透 析 法 。 盐 份 过 多 使 斑 
点 弥散 ， 层 析 图 形 不 好 ,Rs 值 也 会 改变 。 盐 份 亦 可 能 千 扰 用 
于 检 出 混合 物 中 有 关 成 分 的 化 学 反应 。 层 析 之 前 还 要 用 超 滤 
法 或 Sephadex 凝 胶 过 滤 法 除去 蛋白 质 。 如 此 处 理 过 的 标本 才 
用 微量 吸管 加 到 滤纸 上 (10 一 20 微 升 )。 

纸 的 选择 Whatman 1 号 滤纸 最 常用 于 分 析 性 的 工 
作 ; 较 厚 的 Whatman 3MM 滤纸 ,最 好 用 于 大 量 物质 的 分 离 ，. 
但 其 分 离 效 果 较 1 号 纸 要 差 一 些 。 Whatman 4 号 和 5 SEM 
用 于 快速 分 离 , 但 斑点 边缘 不 清 。 各 号 滤纸 在 纸 纹 方向 上 访 
ERR, MERE LRT RANA. HASH. eR 
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”可 用 缓冲 液 淄 透 , 或 经 乙酰 化 进行 化 学 修饰 。 市 场 上 亦 供应 

BEA 

SIR UR AOE, WH LAB AEN 
纸 供应 。 

溶剂 的 选择 “ ”选择 溶剂 与 选择 滤纸 一 样 主要 凭借 经 
验 , 取决 于 要 研究 的 对 象 。 如 果 在 溶剂 A 中 各 化 合 物 的 移动 
距离 接近 溶剂 前 缘 ,说 明 在 该 溶剂 中 它们 的 溶解 度 太 大 ;如 果 
在 溶剂 正中 ,各 化 合 物 聚 集 在 原点 附近 ,说 明 在 溶剂 B 中 它们 
的 溶解 度 太 小 ; 那么 , 应 该 使 用 A 和 B 的 合适 的 混合 物 ,使 得 
标本 中 各 化 合 物 的 Re 值 分 布 在 零 和 1 之 间 。 在 一 些 特 殊 的 
分 离 过 程 中 光 pH, 也 是 重要 的 ,许多 溶剂 含有 乙酸 或 氨水 , 以 
创造 强酸 性 或 强 碱 性 环境 。 

色谱 的 展开 纸 层 析 的 基本 装置 ， 是 用 架子 支 住 的 一 
张 滤纸 ,滤纸 的 一 端 浸没 在 盛 有 溶剂 的 槽 里 (图 3.18)。 做 上 
行 层 析 ,滤纸 可 卷 成 简 状 ,用 纸 夹 固定 ,直立 在 溶剂 里 。 整个 
装置 放 在 密闭 的 层 析 低 里 , 缸 里 衬 有 浸透 溶剂 的 滤纸 ,以 保持 
恒定 的 蒸气 氛 。 层 析 在 恒温 室 里 进行 。 温 度 的 浮动 会 造成 深 
剂 的 不 均匀 流动 ,改变 Re {Ho 


溶剂 


图 3.18 上 行 和 下 行 纸 层 析 
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溶剂 1 


Wil 2 


转 30 最 后 分 离 结 果 


3.19 混合 物 的 双 相 纸 层 析 分 离 


下 行 层 析 适 用 于 分 离 Re 值 相近 的 化 合 物 。 层 析 时 ,溶剂 
从 滤纸 的 下 缘 泣 下, 从 而 分 得 开 些 。 自然 , 这 样 就 不 能 测定 
Rio 在 这 种 情况 下 ,有 时 要 用 二 个 标准 参照 物质 来 度量 标 、 
汪 中 各 成 分 的 移动 中 高 5 AST w EN: 
照 物质 : 


_ 成 分 x 的 移动 距离 
“葡萄糖 的 移动 距离 


上 行 层 析 用 得 更 多 , 其 优点 是 可 以 进行 双 相 分 离 。 混合 
物 先 在 第 一 种 溶剂 中 分 离 , 这 种 溶剂 应 当 是 挥发 性 的 。 TR 
之 后 ,滤纸 转 过 90 度 ,在 第 二 种 溶剂 里 再 分 离 5 定位 后 , 即 可 
得 到 双 相 层 析 图 。 将 该 图 上 各 点 的 位 置 与 已 知 化 合 物 在 同样 
条 件 下 的 层 析 图 上 的 位 置 比较 ， 便 可 鉴定 未 知 的 化 合 物 《〈 图 
3.19 )o 
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斑点 的 检 出 ”许多 化 合 物 是 无 色 的 ， 要 用 特殊 的 试剂 
呈 色 。 施 加 呈 色 试剂 的 办 法 ,是 将 呈 色 试剂 喷 在 关 纸 上， 或 将 
滤纸 在 用 挥发 性 溶剂 配制 的 呈 色 试剂 里 面 快 速 浸 一 下 。 在 紫 
外 光 下 面 观察 层 析 图 谱 也 是 有 用 的 ， 因 为 某 些 化 合 物 强烈 吸 
收 紫 外 光 ， 在 紫外 光照 射 下 泪 纸 发 生 获 光 ， 而 该 化 合 物 呈 黑 
色 。 另 外 ,一 些 化 合 物 在 紫外 光 下 呈现 特征 性 的 荧光 。 

实验 3.10 ” 纸 层 析 鉴 定 牛奶 中 的 糖 类 

原理 

牛奶 用 三 氧 乙 酸 去 蛋白 质 , 离心 , 上 清 用 于 层 析 。 FR 
胺 -二 苯胺 检查 糖 类 。 这 种 试剂 和 大 多 数 糖 呈 各 种 不 同 的 颜 
” 色 , 从 而 帮助 糖 的 鉴定 。 


材料 10 
1. 下 行 层 析 装 置 5 
2. Whatman 1 号 滤纸 10 
3. 层 析 溶 剂 ( 异 丙 醇 :水 , 4:1) 3 升 


4. 检 胺 -二 苯胺 呈 色 剂 ( 取 10 克 / 升 的 苯胺 5 体 

积 ，10 克 / 升 的 二 苯胺 5 体积 一 一 此 二 试剂 

皆 用 丙酮 配制 一 一 与 85% 的 磷酸 工 体积 混 

Go MRR. Ib: AB) 23 
5.100°C 烤箱 3 
6. 标准 糖 溶 (10 5a / Fr, 10% V/V SERBS 

配制 )。 鼠 李 糖 ,乳糖 , 核糖 , 葡萄 糖 醛 酸 , 木 


糖 , 葡 萄 糖 胺 ,果糖 ,和 葡萄糖 各 10 毫升 
72. 吹风 机 或 工业 风 局 5 
8. 喷雾 器 3 
9. 牛奶 50 毫升 
10. =A CR (100 克 / 升 ) 50 毫升 


方法 


“去 蛋白 #ih2 毫升 ,蒸馏 水 3 毫升 ,混合 均匀 ”加 三 


ACB (100 克 / 升 ) 5 毫升 ,放置 数 分 钟 。 离心 除去 沉 演 。 RY 


上 清 以 备 层 析 。 

Ewe WOK Whatman | 号 滤纸 ,在 距离 边 乡 8 BK 
处 画 一 道 铅笔 线 。 在 一 张 纸 上 , 治 着 铅笔 线 ;每 隔 4 厘米 加 下 
烈 标本 中 的 一 种 ,用 热风 吹 干 斑点 。 

1. 乳 糖 5 微 升 

2. 牛 奶 提取 液 10 微 升 

3. 乳 糖 10 微 升 (10 克 / 升 ) 

4. 和 牛奶 提取 洲 10 微 升 十 乳糖 (10 克 / 升 ) 5 微 升 。 

5. 葡 萄 糖 5 微 升 (10 克 / 升 )。 

6. 半 乳糖 5 微 升 (10 克 / 升 )。 

在 另 一 张 纸 上 点 标准 粮 标 未。 将 两 张 纸 的 下 端 划 前 成 名 


A UA neHlit FCA 3.18)。 层 析 过 夜 。 Rin» 在 通风 柜 


中 用 冷风 吹 干 。 喷洒 新 鲜 配 制 的 苯胺 -二 苯胺 试剂 。 100Y 
加 热 。 测 量 各 个 糖 斑点 从 原点 移动 的 距离 ,计算 Re 值 。 
建议 : 配制 含有 2 一 3 个 未知" 糖化 合 物 的 合适 混合 物 ， 
加 在 此 实验 里 ,如 牛奶 提取 入 一 样 层 析 。 

实验 3.11 氮 基 酸 的 双向 纸 层 析 分 离 

用 标准 氮 基 酸 制 得 双 相 图 谱 ， 在 下 面 有 关 氮 基 酸 和 和 蛋 日 
质 的 实验 当中 需要 这 种 图 谱 。 ” 草 三 酮 和 所 有 -氨基 酸 反应 
呈 紫 色 。 其 它 化 合 亦 可 发 生 反应 。 这 些 化 合 物 包括 一 级 和 二 


级 脂肪 族 胺 类 , 以 及 某 些 非 芳香 族 的 含 氮 杂 环 化 合 物 。 WK 


基 酸 ,月 氨 酸 和 羟 睛 氨 酸 与 草 三 酮 反应 呈 黄 色 。- 
材料 CEP 
1. 双 相 层 析 装 置 
2. Whatman 1 号 滤纸 (20 厘米 X 20 厘米 ) x 30 
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3. 溶 剂 1( 丁 醇 : 冰 醋酸 :水 , 12:3:5) 4 Ft 
4. 溶 剂 24( 酚 -水 ) 在 含 酚 500 克 的 瓶子 里 ,加 
125 毫升 永 , 塞 好 瓶 塞 , 放 置 过 夜 。 使 用 之 前 ， 
-加 0.88 氨水 玫 滴 ,混合 均匀 。 小 心 : 皮肤 为 
酚 烧 伤 后 很 难 治疗 2500 ¥ 
5. = ANH (ES AM 0.2 52, AF 100 毫升 丙 
酮 中 。 用 前 配制 ) | 
6. 105°C 烤箱 ~ 5 
7. 标准 氨基 酸 。 用 10% V/V 异 丙 醇 配制 少量 
浓度 为 10 克 / 升 的 溶液 。 有 时 需 加 一 滴 酸 或 
BB. ARAM, KAM, 半 胱 氨 酸 盐酸 
i MAB. SAR, HAR, HAREM, 
AAR, ZAR, PAB, MAMA, 
PRAM. MARR AAR. AR, 
2B FAR, CAR BAR. GRR “各 10 毫 升 
方法 | 
参考 图 3. 20 提 供 的 氨基 酸 图 谱 , 选 出 4 种 R 值 差别 比 
大 的 氨基 酸 ,每 种 氨基 酸 各 20 微 升 ,点 于 一 张 Whatman 1 号 
滤纸 的 纸 角 上 。 在 空气 流 中 使 斑点 干燥 。 将 滤纸 固定 在 金属 
架 上 。 重复 以 上 操作 ,直至 每 种 氨基 酸 都 点 到 滤纸 上 5 最 后 ， 
将 一 份 包括 所 有 和 氨基酸 的 混合 物 点 到 一 张 滤纸 上 。 为 了 确定 
鉴定 的 结果 ,每 种 氨基 酸 都 应 在 二 组 不 同 的 混合 物 中 出 现 。 
放 好 架子 ,使 点 有 标本 的 滤纸 的 一 边 浸 入 第 一 种 溶剂 中 ， 
层 析 近 一 整 天 。 Mk, 取出 架子 ,在 通风 柜 里 用 冷风 吹 干 总 
纸 。 将 滤纸 转 过 90 度 角 ,使 靠近 加 样 处 的 另 一 边缘 浸入 第 二 
种 溶剂 中 , 层 析 过 夜 (图 3.19)0 A Lee FIBA, MER 


1) 原文 为 tyrosine1， 推 测 为 tyrosine 之 误 。 今 作 酷 氨 酸 解 。 一 一 译 者 
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©) 磺 基 丙 氢 酸 
一 -一 酚 / 水 / 氨 


图 3.20， 氮 基 酸 混合 物 在 Whatman 1 号 滤纸 土 的 双 相 分 离 


将 滤纸 在 节 三 酮 试剂 中 迅速 漫 一 下 ,然后 挂 在 通风 柜 里 ,让 丙 
酮 挥发 掉 。 在 105% 加 热 2 一 3 OHS. fii F SA ZEMAN e 
试 与 图 3.20 比较 。 : | 
ERM 
1938 42, Izmailov 和 Schraiber 介绍 过 用 氧化 铝 薄 层 分 

离 植 物 提 取 流 的 方法 , 但 在 20 年 后 , 才 有 铺 布 世 层 的 装置 出 

售 。 
在 许多 方面 薄 层 层 析 与 纸 层 析 相 象 ， 但 它 可 以 使 用 多 种 
材料 甚至 混合 物 作为 支持 基质 , 这 是 它 的 优点 -在 支持 基质 
中 可 以 加 入 获 光 染料 以 助 鉴定 斑点 5 “根据 所 用 文 持 物 的 性 
质 , 分 离 的 机 制 可 以 是 吸附 层 析 , 离子 交换 层 析 ， 分 配 层 析 或 
凝 胶 过 滤 。 这 种 方法 非常 快速 , 许多 分 离 能 够 在 工 水 时 内 完 
Ko 斑点 非常 致密 , 有 可 能 查 出 在 纸 上 查 不 出 的 低 浓 度 化 合 
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| 。 肢 。 可 以 夸 酒 腐蚀 性 的 试剂 。 用 某 些 薄 层 材料 时 ,可 以 在 较 


高 温度 下 检查 分 出 的 成 分 。 这 些 都 是 用 滤纸 不 可 能 做 到 的 。 
薄 层 的 制备 ”厚度 小 于 200 微米 的 薄 层 ,Re 值 受 厚度 
的 影响 。 大 多 数 分 离 , 用 250 微米 厚 的 薄 层 是 合适 的 。 有 几 种 
比较 好 的 商 售 薄 层 铺 布 器 ， 小 心 使 用 可 以 产生 厚度 合适 的 均 
匀 薄 层 。 有 时 吸附 剂 里 加 有 硫酸 钙 , 以 使 薄 层 粘 合 到 基板 上 。 
因此 ;一旦 吸附 剂 和 水 混合 后 ,就 要 迅速 使 用 。 用 什么 材料 制 
备 薄 层 ,自然 取决 于 所 要 研究 的 问题 ,但 硅胶 适用 于 许多 化 合 
物 的 分 离 。 
， 色谱 的 展开 保证 层 析 箱 里 有 充分 饱和 的 蒸气 氛 ， 是 
薄 层 层 析 关键 性 的 条 件 。 否 则 ,这 一 箱 和 那 一 箱 得 到 的 Re 值 
就 会 不 同 。 保证 措施 是 使 用 尽 可 能 小 的 层 析 箱 ,并 在 其 内 壁 
衬 以 浸 透 溶剂 的 滤纸 。 薄 层 色谱 的 展开 通常 用 上 行 法 ,展开 
的 速度 非常 快 . 
24 ;. 象 纸 层 析 一 样 喷 洒 合 适 的 试剂 。 如 果 是 放射 性 
物质 ,可 用 扫描 法 。 
实验 3.12 “果汁 中 糖 类 的 薄 层 层 析 鉴 定 
材料 : 10 
. 工 硅 胶 G 薄 板 ( 用 0.02 克 分 子 / 升 的 醋酸 钠 将 硅 
BEG 调 成 糊 状 , 倾 在 板 上 , 铺 布 成 250 微米 厚 


”的 薄 层 。 用 前 于 105°C 加 热 活 化 30 分 钟 ) | 10 
2. 层 析 箱 : : 5 
3. 溶 剂 (乙酸 乙 酯 : 异 丙 醇 : WME, 26:14:72 7 5 个 层 

2) , 析 箱 量 
4. 新 鲜果 入 (柠檬 ,桔子 ,葡萄 , 柚 , 菠 梦 ) 各 5 毫升 
5. 无 水 忆 醇 ' 100 = F+ 


6. 实验 3.10 FASS el re) 
7.105% 烤箱 . FJ 
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8. 吹风 机 otis 

9. Wey BS | 5 : 

10. 实验 3.10 所 用 标准 糖 溶液 一 

方法 

果汁 1 毫升 ,加 3 毫升 乙醇 ,离心 除去 变性 的 蛋 自 质 。 将 
上 清 液 小 心地 点 到 薄 层 上 ,同时 点 一 些 标准 糖 溶液 。 将 薄板 放 
人 预先 用 溶剂 饱和 的 层 析 箱 里 层 析 ， 直 至 盗 剂 前 缘 上 行 到 接 
近 薄 板 的 顶部 为 止 。 预 先 可 以 在 薄板 顶部 这 一 部 位 用 铅笔 做 
一 个 标记 , 当 溶 剂 到 达标 记 时 停止 层 析 。 用 冷风 歇 干 薄板 ,如 
实验 3.10 一 样 使 糖 呈 色 。 注 意 每 种 糖 的 颜色 ,根据 颜色 和 Rs 
值 鉴 定 果 汁 中 存在 的 糖 。 

实验 3.13， 脂 类 的 薄 层 层 析 分 离 

原理 

生物 材料 中 的 脂 质 是 复杂 的 混合 物 ， 先 用 溶剂 提取 把 它 
们 分 成 若干 组 ,然后 用 薄 层 层 析 把 每 一 组 中 的 各 种 成 分 分 开 。 
根据 所 研究 的 脂 类 选择 溶剂 ,但 一 般 地 说 ,中 性 脂 质 用 非 航 往 
溶剂 , 带 有 电荷 的 脂 质 用 极 性 溶剂 。 许多 支持 基质 尼 可 用 于 
脂 类 的 分 离 ， 选 择 吸 附 剂 时 的 主要 根据 是 要 分 离 那 二 组 的 脂 
质 和 使 用 什么 样 的 溶剂 。 用 得 最 多 的 是 硅胶 ; 其 分 离 的 机 制 
是 吸附 作用 和 分 配 作用 。 

在 下 面 实验 里 , 脂 类 依 极 性 分 组 ,每 组 里 包括 有 一 些 代 表 
性 的 标准 品 。 对 一 些 天 然 油 脂 进行 检查 ,以 确定 其 成 分 5 


材料 BY 80 
1. 硅胶 G 薄板 10 
2: 层 析 箱 5 


3. Fl CR 60 一 70%c 的 石油 醚 乙酸 己 酯 : — 
80:20:1), 


4. 烃 类 ( 正 十 六 烷 , 正 十 八 烷 ) 各 5 毫升 
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“于 胆固醇 酯 (胆固醇 乙 酯 ,胆固醇 油 酸 酯 和 胆 固 


醇 硬 脂 酸 酯 ) 各 5 毫升 
6. 维生素 A 酯 (维生素 A 棕 榈 酸 酯 ) 5 毫升 
7. 甘油 三 酯 (甘油 三 油 酸 酯 ,甘油 三 硬 脂 酸 酯 和 

”车 油 三 棕榈 酸 酯 ) 各 5 毫升 
8. 游离 脂肪 酸 ( 油 酸 ,棕榈 酸 和 硬 脂 酸 ) 各 5 毫升 
9. 胆固醇 5 毫升 
10. 天 然 油 类 (橄榄 油 , 鱼 肝 油 ) 各 5 毫升 
11.2 2'- 二 氧 荧 光 素 (2 克 / 升 ， 用 959 V/ 

V 乙醇 配制 ) 200 毫升 
12. 硫酸 (50%, V/V) 200 毫升 
13. 110° 烤箱 3 
14. 紫外 光 灯 | 3 
方法 


用 乙醇 清洗 玻 板 。 将 硅胶 和 水 调 成 糊 状 倒 在 玻 板 上 ，, 铺 
BUR 250 微米 的 薄 层 。 110%c 加 热 活化 1 小 时 ;冷却 s 每 种 
脂 质 用 层 析 溶剂 配 成 约 1% W/V DBR, MH 20 一 50 微 
Fo 层 析 完成 后 ,喷洒 二 氯 效 光 素 盗 被 固定 脂 质 ; 在 270 Sin 
” 米 紫 外 光 下 观察 结果 。 脂 质 呈 绿色 荧光 , 背景 是 黑色 的 。 另 
一 种 呈 色 方法 是 喷洒 50% V/V BRR, 110°C MAH 10 分 钟 。 陆 
酒 硫酸 时 务必 小 心 ! 

旨 质 在 薄板 上 依 何 种 次 序 排列 ? 为 什么 ? 


电 bk 


许多 生物 分 子 带 有 电荷 ,电荷 的 多 寡 取 决 于 分 子 的 性 质 ， 
亦 和 介质 的 pH 和 组 成 有 关 s 当 有 外 加 电场 时 ,- 深 液 里 的 带 


87 。 


2 


电 分 子 向 极 性 相反 的 电极 移动 ， 在 电泳 中 ， 利用 这 一 原理 分 亢 
带 有 不 同 电 荷 的 分 子 。 

设 分 子 带 有 电荷 q ， 外 加 电场 的 强度 是 x。 作 用 于 分 子 
上 使 之 加 速 运动 的 力 就 是 oxo. 电力 为 摩擦 阻 力 革 平衡 后 , 粒 
子 的 速度 为 v， 那 么 。 

qx = fv, 

现在 , 令 介质 的 粘度 为 n。 对 半径 为 : 的 际 本 人 根据 

Stokes 定律 ， 
f = 6x7Fo 
METER: 得 到 
qx 一 6r7IVo 

53 FAS HIB V iE REALL EE Pee 

度 , 所 以 
v= v/x = q/6xnr, 

所 以 ， 分 子 的 迁移 率 取决 于 介质 的 粘度 《3 六 tins 

小 \ 形 状 (r) FH fal Cq)o 
“电泳 迁移 率 主要 决定 于 粒子 表面 可 电离 的 基 团 。 仔 着 介 

质 离子 强度 和 pH 的 变化 ， 电 离 基 团 所 带电 荷 的 符号 和 大 小 
亦 随 之 特征 性 地 发 生变 化 。 所 以 ， 选 择 合 适 的 介质 便 可 能 影 
响 分 子 的 电泳 分 离 。 


实践 | 

界 移 电泳 ”瑞典 生化 学 家 Tisclius KA CE 40 + Bl 
立 这 项 技术 。 将 蛋白 质 溶液 对 缓冲 溢 透 析 。 在 一 个 U 形 管 里 
形成 蛋白 质 咨 液 和 缓冲 液 之 间 的 尖锐 界面 ， 然 后 进行 电泳 e 
通过 监测 溶液 的 析 光 指数 追踪 蛋白 质 在 二 个 界面 处 的 运动 。 
Tiselius 方法 能 够 检查 介质 物理 性 质变 化 引起 的 蛋白 质 迁 移 
率 的 变化 , 但 不 能 完全 分 离 不 同 的 蛋白 质 成 分 。 BAM 


面 .对 流 亦 使 区 带 混合 。 . 

区 带电 泳 在 浸透 缓冲 液 的 支持 介质 中 电泳， 对 流 的 
影响 大 夫 减 少 。 这 样 ,混合物 中 的 各 种 成 分 就 有 可 能 完全 分 
离 为 分 立 的 区 带 。 这 种 技术 已 经 取代 了 经 典 的 自由 界面 电泳 
方法 。 下 面 考 虑 一 些 常用 的 支持 介质 。 

LR BRER CREAN EATLELK. EC 
是 最 早 使 用 的 区 带电 泳 支持 介质 ， 现 在 已 为 其 它 支持 介质 取 
代 。 它 的 主要 缺点 是 区 带 之 间 有 部 分 重 登 ,这 是 纤维 素 吸附 
标本 成 分 引起 的 。 

醋酸 纤维 素 ”吸附 很 少 , 各 条 区 带 分 得 很 清楚 , Alt, 
各 种 成 分 容易 洗 脱 下 来 ,回收 率 高 。 标本 用 量 也 非常 小 。 大 
约 在 工 小 时 左右 便 可 完成 分 离 ,而 用 滤纸 则 要 电泳 过 液 。 得 
醋酸 纤维 素 薄 膜 比 滤纸 价钱 要 贵 。 

“ 工 琼脂 凝 胶 “ “琼脂 凝 胶 是 透明 的 特别 适用 于 光 密 度 计 
Ai, 琼脂 凝 胶 可 铺 于 显微镜 载 玻 片 上 , 用 做 免疫 电泳 的 支 
持 介质 。 筷 脂 比 较 便宜 ,容易 得 到 。 

淀粉 凝 腕 “淀粉 粒 受 热 破裂 ,部 分 水 解 直至 形成 凝 胶 。 
凝 胶 中 孔径 的 大 小 取决 于 制备 凝 胶 的 方法 ,所 用 淀粉 的 种 类 ， 
区 及 缓冲 液 的 DH 和 性 质 。 由 于 淀粉 凝 胶 中 的 孔径 大 小 合 
适 凡 用 来 电泳 分 离 不 同 分 子 时 ， 分 离 结果 既 和 分 子 的 大 小 有 
关 , 也 和 分 子 的 电荷 有 关 。 这 种 超 滤 作用 明显 地 改善 了 分 离 的 
效率 。 例如 ,血浆 蛋白 质 用 淀粉 凝 胶 电 泳 可 以 分 出 许多 区 带 。 
淀粉 凝 胶 电 泳 比 琼脂 凝 胶 电 泳 要 用 较 多 的 凝 胶 ? 制备 良好 的 
淀粉 凝 胶 需 要 一 些 实践 经 验 。 要 得 到 重复 性 的 结果 , 最 好 从 
商 售 的 部 分 水 解 淀粉 制备 凝 胶 。 从 淀粉 厂 胶 上 洗 脱 化 合 物 是 
比较 困难 的 。 通 常 ,在 凝 胶 剖 开 的 表面 上 染色 呈现 区 带 。 

ee ”完整 的 淀粉 颗粒 和 缓冲 液 一 起 压 成 块 状 ， 就 
制 得 这 种 电泳 支持 介质 。 .不 能 通过 淀粉 凝 胶 的 大 分 子 , 可 以 
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在 这 种 介质 中 分 离 。 淀粉 块 电泳 特别 适用 于 制备 工作 ,如 局 
工 酶 的 分 离 和 提取 。 

RAR LBRO. Bb 
淀粉 凝 胶 好 的 地 方 , 在 于 它 是 透明 的 ,可 以 在 可 见 光 或 紫外 光 
下 面 扫描 。 除 此 之 外 , 还 比 淀 粉 凝 胶 分 离 得 更 好 5 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 的 孔径 可 以 调节 , 故 能 根据 分 离 对 象 分 子 的 大 小 \ 形 状 
和 电荷 分 离 它们 。 

组 冲 液 “电泳 缓冲 液 是 需要 小 心 选 择 的 盖 因为 某 些 组 
冲 离子 和 电泳 研究 的 成 分 相互 作用 ,例如 ,硼酸 和 糖 形成 络 合 
物 。 

pH 的 选择 取决 于 研究 的 对 象 。 一 般 来 说 ，pHL 为 标本 中 
一 种 成 分 的 等 电 点 时 分 得 最 开 。 选 定 的 pH 应当 不 使 标本 中 
的 成 分 发 生化 学 变化 或 变性 。 
缓冲 液 的 离子 强度 通常 在 0.05 一 0.15 范围 之 内 ， 到 这 个 
区 间 里 的 折 中 数值 。 离 子 强度 低 时 ,电泳 快 ， 产 热 少 ; 但 区 带 
明显 扩散 。 反 之 ,离子 强度 高 时 ,区 带 尖锐 ,但 产 热 多 , 泳 动 距 
离 短 。 

电场 ， ”一 台 输 出 恒定 电压 或 电流 的 直流 电源 是 需要 
的 。 室 温 里 ,大 多 数 分 离 适 用 的 电场 强度 是 2 一 8 伏 /厘米 长 
度 。 如 果 电 场 强度 超过 了 10 伏 / 厘 米 ,热效应 使 水 分 大 量 蒸 
发 ,缓冲 液 槽 里 的 缓冲 液 流 上 来 补充 损失 的 水 分 ,就 造成 区 带 
位 置 的 移动 产 热 过 多 还 使 蛋白 质变 性 。 有 一 些 办 法 可 以 冷却 
分 离 介质 ; 从 而 使 场 强 达 到 100 伏 / 悍 米 ; 但 在 这 样 高 的 电压 
下 工作 ,需要 一 些 专门 设计 的 安全 装置 。 高 压 电泳 的 优点 自然 
是 分 离 极为 迅速 。 低 分 子 量 的 化 合 物 ,最 容易 扩散 ,最 好 用 高 
压 电 泳 分 离 。 用 高 压 电泳 可 以 很 快 地 分 离 蛋白 质 水 解 液 中 的 
氨基 酸 和 短 肽 ,得 到 的 斑点 是 致密 的 ,可 与 纸 上 的 斑点 娘 美 2。 
1 Rak. WHE ABM’ ZR. RE 
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图 3.21， 平 板 电 泳 仪 


电泳 仪器 电泳 仪器 由 两 个 电极 槽 构成 。 电 泳 支持 物 
通过 滤纸 或 纱布 垫 和 两 槽 相连 。 每 一 电极 槽 都 分 隔 成 两 室 ， 
两 室 之 间 由 棉花 条 或 石棉 条 沟通 。 其 中 一 室 安装 有 白金 电 
极 ， 另 一 室 和 电泳 支持 物 接触 。 由 于 电泳 时 电极 附近 的 pH 
会 发 生变 化 ,就 是 使 用 有 缓冲 能 力 的 溶液 也 是 如 此 ,所 以 将 电 
极 槽 分 隔 成 两 室 ， 以 保证 在 电泳 支持 物 附 近 pH 的 变化 减少 
到 最 低 程度 。 电泳 支持 物 和 缓冲 液 之 间 , 则 是 依靠 几 层 用 组 
冲 液 饱 和 的 Whatman 3MM 滤纸 或 纱布 接 通 的 。 做 这 种 连 
接 时 ,应 使 这 段 距离 上 的 电势 降 很 小 。 图 3.21 是 典型 的 水 平 
电泳 仪 示意 图 。 

实验 3.14 “氨基酸 的 纸 电泳 分 离 

原理 

一 种 分 子 携带 的 电荷 ,取决 于 介质 的 pH。 下面 用 三 种 氨 
基 酸 一 天 冬 氢 酸 、 组 氨 酸 和 赖 氨 酸 说 明 这 一 点 。 分 离 低 分 子 
量 的 化 合 物 ,通常 不 用 低压 电泳 ,因为 扩散 将 使 区 带 弥散 。 但 
是 用 氨基 酸 , 比 用 蛋白 质 或 其 它 大 分 子 较 容 易 说 明 电荷 和 pH 
的 关系 。 

在 pH7.6 时 ,组 氮 酸 的 净 电 荷 为 零 ,天 冬 氮 酸 带 负电 荷 ， 
赖 氨 酸 带 正 电荷 ( 表 3.5)。 
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NH+ 

| 
oa CH,CH—COO- COO- NHf 
HN N 


CH—NHt CH—NH+ 


COO- COO- 
氨基 酸 : 组 氢 酸 FAR HEB 
pH7.6 时 电荷 : 0 " 


因此 , 用 电泳 方法 容易 分 开 这 三 种 氨基 酸 。 在 混合 物 中 


加 和 不 带电 荷 的 分 子 一 一 葡萄 糖 ， 以 检查 电光 引致 的 原 氮 移 


动 。 


-人 


材料 | AEG 
1 .平板 电泳 仪 5 
2. 电 源 5 
3. 须 基 酸 (天 冬 氨 酸 ， 组 氨 酸 和 赖 氨 酸 ,以 及 三 
者 的 混合 物 。 FAS 10 克 / 升 葡萄 糖 的 Tris- 
CPR IH Bc till) S102F+ 
. Tris- C BRIM (0.07 克 分 子 / 升 ，pH7.6) ”5 个 电泳 
仪 用 量 


BRS MWAH (BEAM 0.2 克 , BF 100 RHA 

酮 中 ,用 前 配制 ) 
.滤纸 条 《10 厘米 X2.5 厘米 ) 60 
. 茶 胺 -二 苯胺 试剂 , 见 实验 3.10 ne 


NSN 


8 . 柠 榜 酸 缓冲 液 (0.07 克 分 子 / 升 ，pH3:.0) ”5 不 电泳 
仪 用 量 
9.110°%C 烤箱 . 5 


FE HE i EH A Be (5B A eR TD FET] — 7% Es FE 


个 电极 槽 之 间 装 一 根 虹 吸管 ,保证 两 者 水 平面 相间 ,然后 移 去 
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| 虹吸 管 。 如 图 3.21 放置 五 条 滤纸 。 在 二 条 滤纸 条 上 小 心 点 上 


氨基 酸 的 混合 物 , 点 样 时 样品 不 要 点 到 纸 边 上 。 另 外 三 条 滤纸 
上 面 分 别 点 上 只 含 一 种 氨基 酸 的 标本 。 五 条 纸 条 同时 电泳 。 
将 让 纸 条 在 电极 槽 中 浸 湿 ,而 留 出 加 样 线 周围 几 个 厘米 不 混 ， 
让 毛细 作用 使 之 润 温 ,然后 立即 接 通 电源 。 这 样 做 ,标本 的 弥 
散 最 小 8 伏 /厘米 电泳 3 小 时 。 取 出 纸 条 , 110°C 烤箱 烤 干 。 
取出 一 条 点 有 混合 氨基 酸 的 纸 条 检查 葡萄 糖 (实验 3.10) ,其 
余 四 条 纸 条 迅速 良和 新 鲜 配制 的 蔓 三 酮 溶液 里 ,立即 取出 ,让 
AMES UE RM. HERE MAILS HEA. BER 
基 酸 区 带 , 检 查 电 渗 作 用 。 

用 pH3.0， 浓 度 为 0.07 $55) [FeO EARN | 
实验 ,利用 表 3.5 的 数值 解释 结果 。 

实验 3.15， 酷 酸 纤维 素 薄膜 电泳 分 离 血 清 蛋 白质 

原理 

医学 和 临床 生物 化 学 中 应 用 电泳 的 地 方 很 多 ， 经 常 进 行 
的 一 项 检验 是 分 析 疾 病 期 间 血 清 蛋白 质 的 变化 。 下 面 实验 介 


泳 。 

材料 10 
1 .水平 电泳 仪 5 
2.8 FR 5 
3. PRAM (0.07 克 分 子 / 升 ，pH8.6) 5 个 电泳 
仪 用 量 
4. 丽 春 红 $ 蛋白 染 液 (2 克 / 升 ,用 30 克 / 升 的 三 

氧 乙酸 配制 ) 2 Ft 
5.2 (5%, V/V) 2 Ft 
6. 血 清 5 毫升 


7. 酷 酸 纤维 素 条 10 
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8. Whatman 3MM 纸 10 | 


9. FARR? 7K (3:2) SP 
10. 柠檬 酸 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ，pH 6.8) ”20 毫升 
方法 


在 一 法 碟 里 装 上 电泳 缓冲 液 ， 将 醋酸 纤维 素 条 〔10 EK 
X 2.5 BOK) 放 在 液 面 上 ， 让 缓冲 液 从 下 面 吸 上 来 润 混 薄 膜 。 
轻 轻 摇动 浅 碟 ,使 薄膜 完全 浸 和 人 缓冲 液 中 。 然 后 用 盆子 取出 ，， 
吸 去 薄膜 上 多 余 的 水 分 ,将 它们 放置 在 电泳 仪 中 ,用 滤纸 条 使 
它们 和 缓冲 液 接 通 。 通 电 ,调节 到 每 厘米 宽 薄 膜 0.4 OE 
薄膜 全 长 距 阴 极端 三 分 之 一 处 ， 用 微量 吸管 或 融 点 测定 毛细 
管 加 一 条 血清 标本 。 加 样 时 ,最 好 在 电泳 槽 上 横 置 二 根 直 尺 ,， 
顺 着 直 尺 加 样 。 

电泳 1 小 时 , 取 下 薄膜 ,用 丽 春 红 S 染色 10 分 钟 。 


不 需要 预先 加 热 ， 因 为 染 液 里 的 三 氯 乙酸 就 有 固定 蛋白 质 的 
作用 。 在 .5 %.V/V 乙酸 里 反复 洗涤 除去 过 剩 染料 。 试 将 所 
得 电泳 图 形 和 图 3.22 比较 。 

用 冰冷 的 甲醇 沉淀 血浆 中 某 些 蛋白 质 后 ,再 进行 电泳 所 
_ 有 各 步 必 须 在 0 CHE. 在 离心 管 里 加 血浆 2 SI, MR 
缓冲 液 1 毫升 。 在 搅拌 下 慢 慢 加 入 冰冷 的 甲醇 水 溶液 7 毫 


a, a 8, 6, Yr 


3.22 “人 血清 蛋白 质 的 栈 酸 纤维 素 薄 膜 电泳 分 离 (pH8.6) 


ie SP. 4 


ire | y" + salty Sie ae) 


Fhe 在 冰 里 放置 30 分 钟 ， 然 后 用 冷冻 离心 机 离心 (30008) 
10 分 钟 。 去 掉 上 清 , 沉淀 溶 于 1 一 2 毫升 生理 盐水 里 。 将 上 
清和 溶解 的 沉淀 电泳 。 试 讨论 结果 。 

实验 3.16 FR PUMA BEE ik 

原理 

Rw wake ”丙烯 酰胺 (CH 一 CHCONH:) 和 少量 
交 联 剂 甲 撑 双 丙烯 酰胺 〈CH: 一 CHCONH), 一 CH; (缩写 Bis) 
在 催化 剂 过 硫酸 铵 作用 下 , 聚合 形成 凝 胶 。 ' 反 应 液 中 还 加 有 
PoC OR (GES TEMED) 用 来 引发 和 控制 聚合 反应 。 反 
应 混合 物 在 底部 用 橡皮 塞 封闭 的 小 管 里 聚合 。 到 应 液 顶部 履 
盖 一 层 水 层 , 保 证 凝 胶 有 平坦 的 表面 ,同时 起 到 隔离 大 气 中 氧 
气 的 作用 ,因为 氧气 抑制 聚合 反应 。 

改变 凝 胶 溶 液 中 单 体 的 浓度 就 可 以 改变 凝 胶 中 微 孔 的 直 
eo 丙烯 酰胺 浓度 为 7.5 多 的 凝 胶 可 以 用 来 分 离 一 般 的 蛋白 
质 ， 但 较 大 的 分 子 如 核糖 体 的 核 精 核 酸 需 用 浓度 为 2.5% 的 
大 和 孔 凝 胶 。 | 

电泳 仪器 «A 3.23 LWA I A 
的 示意 图 ,为 简明 起 见 , 仅 画 出 二 根 电泳 管 。 成 层 胶 孔 径 比较 
天 ,用 来 浓缩 标本 ,使 得 标本 以 浓 集 的 区 带 进 入 分 离 胶 。 在 成 
层 胶 2? 里 , 甘氨酸 离子 的 电泳 迁移 率 远 比 氯 离子 小 , 迁移 率 居 
中 的 蛋白 质 分 子 夹 在 甘氨酸 离子 和 氧 离 子 之 间 ， 保 持 着 尖锐 
的 界面 。 在 电泳 期 间 , 保持 着 这 种 尖锐 的 界面 。 在 分 离 胶 的 
pHI(pH8.9) 下 ,甘氨酸 的 迁移 率 大 于 蛋白 质 * 此 时 缓冲 液 的 
界面 走 在 蛋白 质 分 子 前 面 。 在 一 支 凝 胶 里 加 省 酚 蓝 为 标志 
” 物 ， 指 示 甘 氨 酸 和 氯 离子 之 间 的 界面 。 所 以 ,: 这 人 缓冲 体 
系 是 不 连续 的 。 故 这 种 分 离 方法 的 另 一 个 名 称 是 disc 电 


1) 原文 为 分 离 胶 ,显然 为 作者 笔 误 ,应 以 成 层 胶 为 宜 。 


译 者 
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(RST) 


分 离 胶 
tris—HCl, pH8.9 


\ 


图 3.23 EAA PA EHR EBC KK 


泳 “。 这 种 特殊 的 电泳 方法 分 出 的 区 带 非常 尖锐 ,这 可 在 下 面 
的 实验 里 看 到 。 
毒性 正如 试剂 瓶 上 的 毒性 标记 所 示 ， 丙 烯 酰胺 是 有 
毒 的 ,操作 时 务必 小 心 。 特 别 要 注意 不 要 让 药物 接触 皮肤 。 
材料 cite 
喧 存 母 液 ”除了 A 和 3 液 外 ， 所 有 溶液 都 用 
蒸馏 水 ， 用 容量 瓶 配制 ， 过 滤 后 装 在 棕色 瓶 


里 ,4 CRF. 
AL Tris 缓冲 有 母液: Tris 6 克 , 甘 氨 酸 28.8 a > 
用 水 配 至 1 FP, pHB.3 a0 1 Ft 
B. Tris VER: AR A FARK 1:9 Fe 4 Ft 


C. Tris 36.6 3, 13245-F/F+ HCl 48 BF, 
TEMED 0.23 毫升 ， 加 水 至 100 毫升 (pH 


一 一 一 一 


1) disc 是 英语 discontinuous 一 一 “不 连续 2? 一 词 的 字 头 。 一 一 译 者 
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ey |S) Ge 

ae tame roy ci noe ee 
ae SLRS ° 
Pusat 4 

q J 4 、 

人 
=. 
Ay 


8.9) 100 毫升 ， 
D. Tris 6.0 32, 1 克 分 子 / 升 HCl 48 = Fr, 
TEMED 0.46 毫升 ， 加 水 至 100 毫升 (pH 


6.7, 需要 时 用 HCl 调 pH) 100 毫升 
FE、 丙 烯 酰胺 28 克 ，Bis 0.74 克 加 水 至 100 28 

升 100 毫升 
F、 丙 烯 酰胺 10 FE, Bis 2.5 克 ， 加 水 至 100 毫 : 

升 100 毫升 
G. 核 黄 素 4 毫克 9, 加 水 至 100 毫升 100 毫升 
H. 蔗糖 (40 克 /100 毫升 ) 4 100 毫升 
J. 过 硫酸 锐 (0.14 5a /100 毫升 ) 100 毫升 


工作 溶液 “- 依 下 列 比 例 从 母液 配制 工作 液 
(i) 小 孔 咬 液 :C 流 1 份 ， 已 液 2. 份 ;水 1 份 ，pH 


8.93 40 Ft 
Gi) KALI: DRI, FR2 fr Gi 1 
by, Hi 4 份 , -pH6.73 16 毫升 
标本 
血清 ; 清 蛋 白 , 5 毫克 /毫升 ; 7- 球 蛋 日 ， 2% 
克 / 毫 升 ; 转 铁 蛋 白 , 2 毫克 /毫升 & 2 Ft 
染色 液 


氨基 黑 ; 1 克 / 升 ,用 -7 和 V/V 乙酸 配制 500 毫升 
落马 斯 蓝 ，2.5 克 / 升 ,用 200 克 / 升 的 三 氯 亿 酸 

一 配制 -一 500 毫升 
乙酸 ，79 VIV 3 升 


1) 原文 为 核 黄 素 4 克 ; 

2) 原文 为 A 液 1 份 ;D 液 2 份 * 水 1 份 ， pH8.9; 

3) 原文 为 C 液 1 份 ,E 液 2 份 *F 液 1 > G 液 4 份 。 明显 错误 ， 译文 中 已 
更 正 。 一 一 译 者 
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示 迹 染料 ( 溴 酚 蓝 , 0.1 克 / 升 ) 

设备 

柱 型 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 仪 

日 光 灯 

注射 器 和 针头 

方法 

空 玻 管 的 底部 用 橡皮 塞 堵 住 ;制备 凝 胶 如 下 。 

DBR (7% BRM) ， 混合 等 体积 的 小 孔 胶 液 G) 
和 过 硫酸 贸 催 化 剂 (J)， 每 一 根 玻 管 训 混 合 液 0.9 BTIto 小 
心 覆 盖 一 层 水 层 ,放置 , 待 凝 胶 形成 (25 一 40 分 钟 ) 
REI (2.5 DAM RR) RRR EMKE. EM 
部 加 大 和 孔 胶 液 0.15 毫升 。 在 胶 液 上 覆盖 水 层 , PRAT 
光 灯 下 直至 完全 胶 化 (25 一 50 分 钟 )。 最 后 ;在 凝 胶 上 瞩 盖 称 
释 的 pH8.3 Tris 缓冲 液 (B)。 

加 样 ““ 将 下 列 标本 和 少量 40% V/V PERE YAR CH) 
混 含 ,使 之 能 加 于 缓冲 液 下 面 凝 胶 预 部。 在 1 份 血清 标本 里 
加 少量 溴 酚 蓝 标记 离子 界面 。 


Wks ale 


2 | ‘i AD 
1 和 2 血清 5 Ft 
3 和 4 清 蛋白 ( 5 毫克 /毫升 ) 5 微 升 
5 和 6 7- 球 蛋白 ( 2 毫克 /毫升 ) “5 微 升 
7 和 8 EE AC 2 毫克 /毫升 ) 5 At 


1) 原文 标本 加 样 量 此 为 50 微 升 ,显然 太 大 ， 今 更 正 。 一 “ 译 者 


电泳 “，” 取 去 玻 管 底部 的 橡皮 塞 ， 使 凝 胶 与 缓冲 液 槽 接 
通 。 在 5 毫 安 / 管 下 电泳 ,直至 溴 酚 蓝 移动 到 用 乎 到 达 管 底 时 
为 止 。 

米色 ”关闭 电流 。 在 凝 胶 和 管 壁 之 间 插 入 一 支 注 射 器 
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tH, 一 边 转动 玻 管 ， 一 边 从 注射 器 往 里 小 心 注 水 。 将 凝 胶 
置 于 试管 里 , 用 氨基 黑 或 考 马 斯 蓝 染 色 。 反 复 用 7%V/V 乙酸 
漂洗 凝 胶 , 直 至 背景 无 色 。 画 出 分 离 的 示意 图 , 试 将 血清 的 电 


泳 纺 洒 灾 几 3.15 酷 酸 纤维 素 薄 膜 电泳 所 得 结果 进行 比较 。 
BBR eke RHR 


x mR B 


Bier, M., Electrophoresis Theory, Methods and Application, New York, 
ii Press, Vol. 1 1958, Vol. 2 1967. 

Determan, H., Cel. Chromatoprephy, Berlin, Springer-Verlag, 1969. 

Morris, C. my Morris, P., Separation Methods in Biochemistry, London, 
Pitman, 1963. 

Smith, I., Chromatographic and Electrophoretic Techniques, 4th ed. Lon- 
don, William Heinemarn Ltd, Vol. 1 Chromatography, Vol. 2 
Electrophoresis, 1976. 

Smith, I., and Feinberg, J. G., Paper and Thin Layer Chromatography 
and Electrophoresis, 2nd ed. 1973. London, Longmans. 

Stahl, E., Thin Layer Chromatography: A Laboratory Handbook, 2nd 

ed. 1969. London, Longmans 

Shaw, D. J., Electrophoresis, New York, Academie Press, 1969. 


e 99 e 


第 四 章 ， 比 色 法 和 分 光 光度 法 


oe “法 


许多 生化 实验 需要 测定 在 复杂 混合 物 里 的 一 种 化 合 物 或 
一 组 化 合 物 。 使 用 最 广泛 的 一 种 方法 可 能 是 比 色 法 。 比 色 法 
是 利用 这 样 一 种 性 质 , 当 白 光 通 过 一 个 有 色 溶 祖 时 , 溢 牙 选择 
性 地 吸收 某 些 波长 的 光 ( 图 4.1)。 许 多 化 合 物 本 身 没有 颜色 ，- 
但 它 与 合适 的 试剂 反应 后 ,在 可 见 光 区 域 能 吸收 光 , 这 些 反 应 
常常 是 很 特异 的 ,在 大 多 数 情 况 下 很 灵敏 ， Ale, 能 测 出 浓度 
在 毫克 分 子 / 升 范围 内 的 物质 的 量 。 比 色 法 的 最 大 优点 是 不 需 
要 把 化 合 物 完全 分 离 出 来 ,一 些 复 杂 化 合 物 里 的 成 分 ,例如 血 
波 ， 只 要 经 过 简单 的 处 理 就 能 进行 测定 。 下 面 要 讨论 到 ， 颜 
色 的 深度 是 与 被 测 化 合 物 浓度 成 正比 的 。 而 被 吸收 的 光量 
则 与 颜色 的 深度 成 正比 ， 因 此 ， 也 是 与 被 测 化 合 物 的 浓度 成 
正比 。 


网 4.1 溶 流 呈 色 原理 
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比尔 - 朗 伯 定律 


当初 始 强度 为 东 的 一 束 单 色 光 通 过 一 份 在 透明 池 里 的 溶 
液 ; 有 一 些 光 被 吸收 了 ,所 以 透射 光 强 度 工 将 小 于 Je 光 强 度 


.的 减弱 主要 是 被 溶液 吸收 所 致 ,当然 ,溶液 里 颗粒 的 散射 和 界 


面 的 反射 也 能 使 光 强 度 减 弱 . (图 4.2)。I 和 之 间 的 关系 取 
决 于 吸收 介质 的 光 径 , 工 和 吸收 溶液 的 浓度 Co 朗 伯 和 比尔 
定律 把 这 些 因素 彼此 联系 在 一 起 (图 4.2)。 

meee ”” 当 一 东单 色光 通过 一 个 吸收 介质 时 ， 它 的 
强度 随 吸收 介质 的 长 度 增加 而 指数 地 减弱 。 

比尔 定律 ”” 当 一 东单 色光 通过 一 个 吸收 介质 时 ， 它 的 
强度 随 吸收 介质 的 浓度 增加 而 指数 地 减弱 。 

这 两 个 定律 结合 起 来 就 是 朗 伯 -比尔 定律 

I a” Iye7 830! 
1/1 的 比率 即 透 光度 , 它 通常 用 百分数 来 表示 。 
Tia 了 了 Cl 


取 它 的 对 数 : 

log el,/I = K,Cl, 

WR UC YAS Hi 

k 浓度 < 
人 射 光 透射 光 
MEX 强度 To 强度 I 

IE a [ 

BHAT: 1 =Ipe7*i! 


比尔 定律 I ce Joe 
图 4.2 溶液 的 光 吸 收 作 用 
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0 
或 
at ONS log yolp/I = KCl 
: Jog lf BYE E, RMR, Ota tA CAE. 
iit iaeshiinpaaihaatataelimiaabindt 所 以 
E=KClj 
-假如 比尔 - 朗 伯 定律 适用 , 开 保 持 不 变 ， 则 以 消光 对 浓度 
作 图 , 得 到 一 条 通过 原点 的 直线 ; 但 百 分 透 光度 对 浓度 全 多 ， 
得 到 一 条 负 指 数 曲 线 ( 图 4， 3) 


eal 


00 


一 
o 


3 
消光 E = logiolo/! 


FB IKE, T = (I/Io) X 100 


浓度 浓度 

图 4.3 光 吸 收 和 吸收 溶液 浓度 之 间 的 关系 
一 些 比 色 计 和 分 光 光 度 计 有 二 种 刻度 ， 一 种 是 透 光度 百 
分 数 的 线性 刻度 , 另 一 种 是 消光 的 对 数 刻度 。 后 者 与 溶液 浓 
度 成 线性 关系 ,可 用 于 小 度 标 准 曲线 (图 4.4), 用 这 种 标准 昌 


透 光度 百分数 的 线性 刻度 


消光 的 对 数 刻度 : 
图 4.4” 透 光度 百分数 和 消光 之 间 的 关系 
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三, 只 要 测 出 一 个 未 知 治 nes SRR ATC 容 液 浓 度 。 

克 分 子 消光 系数 ”假如 1 是 工 厘米 和 * 是 克 分 子 / 升 ， 
则 吸 范 率 等 于 和 ， 即 克 分 子 消光 系数 ， 它 是 一 个 化 合 物 的 特 
性 。 克 分 子 消光 系数 K 就 是 光 径 为 1 厘米 ,浓度 为 1 克 分 子 / 


升 的 溶液 的 消光 。 通常 写成 E LT ; 它 的 量 纲 是 1 


HDF OBK 

比 消光 系数 有 一 些 化 合 物 ， 例 如 在 混合 物 里 的 蛋白 
质 或 核酸 , 它 的 分 子 量 并 不 是 都 知道 的 , 在 这 种 情况 下 ,就 用 
比 消光 系数 。 当 光 径 为 1 厘米 , 1 升 溶液 里 含有 10 克 这 种 化 合 
物 时 的 消光 叫做 比 消光 系 数 (以 前 写成 了 9 重量 /体积 ), 写 成 
p10 3 /FR 

本 法 .2 

比 东 -= 关 人 簿 定 律 的 局 限 性 ，， 消光 对 浓度 的 图 有 时 是 非 
线性 的 ;这 可 能 由 于 下 列 条 件 之 一 没有 满足 。 

I. 天 射 光 波长 范围 必须 很 窄 ,最 好 是 单 色光 。 

2. 人 射 光波 长 应 是 该 溶液 的 最 大 吸收 波长 ， 用 这 样 的 波 
长 。 | | 
3 :溶质 不 随 浓度 或 时 间 变 化 发 生 离 子 化 缔 合 ， 解 离 或 溶 
剂 化 作用 。 | 

4. 对 于 一 个 给 定 的 物质 ， 该 定律 仅 在 浓度 低 于 某 个 最 大 
REBAR RIL. 浓度 太 大 , 则 颜色 就 太 深 , 就 不 符合 此 定 
律 。 


消光 的 测量 


最 导 的 比 色 计 依 靠 肉眼 比 较 被 测 的 有 色 溶 液 与 一 系列 标 
准 色 夸 。 得 到 的 结果 太 主观 , 不 是 特别 准确 。 目光 比 色 计 现 
已 成 为 历史 ,这 里 不 再 介绍 。 测 定 有 色 溶 液 的 光 吸 收 强度 , 光 
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| = - 放大 器 
kT | 


Al4.5 光电 比 色 计 示 意图 


电 凶 比 人 眼 好 ,而 且 更 客观 。 

光电 比 色 计 图 4.5 是 一 个 典型 的 比 色 计 基 本 结构 的 
示意 图 。 电 光 从 钨 灯 发 出 ,通过 狭 颖 ,然后 经 过 聚 光 透 镜 , 产 生 
一 束 平行 光 , 它 再 通过 比 色 杯 , 比 色 杯 内 装 有 被 测 溶液 。 比 色 
杯 是 用 玻璃 制造 的 。 比 色 杯 正 对 光束 的 二 面 是 彼此 严格 平行 
的 。 比 色 杯 的 横 截 面 是 边 长 为 1 厘米 的 正方 形 。 能 装 3 毫升 
YE io 

在 比 色 杯 的 后 面 是 滤 光 片 ， 它 选择 性 地 透 过 最 大 量 的 被 
吸收 的 光 , 假 如 被 测 彼 是 蓝 色 的 , 则 红 光 被 吸收 ， 就 选用 一 块 
Am Ito 所 以 ， iB Hr HC HE 
补 的 ( 表 4.10 


表 4.1 待 测 液 的 颜色 与 比 色 时 选用 的 滤 光 片 


溶液 的 颜色 | 滤 光 片 
“#8 蓝 一 蓝 绿 全 
蓝 


cm 
AS 


* 104% 


有 些 仪器 的 滤 光 片 安装 在 比 色 杯 前 面 。 透 过 滤 光 片 的 光 
束 波长 很 窗 , 近 似 于 单 色光 。 最 常用 的 是 ltord IEEE, 
这 些 清光 片 的 详细 性 质 列 人 表 4.2 中 。 


表 4.2 ford 光谱 滤 光 片 的 最 大 透射 光波 长 


Ilford 滤 光 片 号 Bi | RAR eS 
600 ie 420 
601 紫 430 
602 te 470 
603 ee 490 
604 绿 520 
605 黄 绿 550 
606 黄 580 
607 楼 600 
608 红 680 
609 深 红 - 700 


选择 滤 光 片 时 应 使 比尔 定律 成 立 。 那 么 当 光 射 到 光电 池 
上 ,使 光电 池 产 生 电流 时 ,电流 的 大 小 就 与 射 到 光电 池上 的 光 
强度 成 正比 。 这 种 微小 的 电流 信号 经 放大 器 放大 后 转送 给 电 
Pit. 电流 计 上 的 刻度 是 对 对 数 校正 过 的 , 故 直接 给 出 吸光 
率 的 读数 。 

这 类 廉价 比 色 计 里 的 光电 池 ,精密 度 大 约 是 05%, BA 
溶液 首先 放 在 比 色 计 里 , 调 电流 计 到 消光 为 零 ,然后 测试 验 溶 
滚 , 直 接 读 出 消光 。 

在 较 好 的 比 色 计 里 , 光 被 分 成 二 束 , RM, 另 一 
束 通过 空白 ,平衡 这 两 个 电流 ,使 电流 计 指 针 偏转 到 零 。 消 光 
值 由 电位 计 上 的 读数 决定 ,该 电位 是 用 来 平衡 电流 的 。 
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ay FE HE BEEK 
吸收 光谱 分 析 


分 光 光 度 计 是 一 种 复杂 的 比 色 计 ， 它 用 光栅 或 棱镜 产生 
单 色光 。 滤 光 片 产生 的 光 带 较 宽 , 所 以 用 比 色 计 很 难 区 分 两 种 
光 吸 收 相 近 的 化 合 物 ， 在 这 种 情况 下 需要 使 用 分 光 光 度 计 才 
能 在 单 色 器 上 选 出 二 个 波峰 。 一 些 化 合 物 在 紫外 区 域 吸收 强 
烈 , 测 定 它 们 的 浓度 可 以 用 比 色 法 ,但 要 用 比较 贵 的 分 光 光 度 
计 , 其 可 测 波长 低 至 190 毫 微米 。 例 如 ,测定 尿酸 的 浓度 时 , 标 
本 用 过 量 尿酸 酶 处 理 , 然 后 就 可 测定 在 293 毫 微米 波长 下 ,处 
理 前 后 溶液 的 消光 。 在 pH9 时 尿酸 在 293 毫 微米 波长 下 有 
光 吸 收 , 尿 酸 被 尿酸 酶 氧化 成 尿 囊 素 后 ,在 这 波长 下 就 无 吸收 
作用 。 

在 紫外 区 域 用 得 最 多 的 波长 可 能 是 340 毫 微米 ,在 该 波 


还 原型 一 一 一 
氧化 型 = 一 一 一 


克 分 子 消光 系数 X10” 


250 300 350 400 
波长 ( 毫 微米 ) 


4.6 氧化 和 还 原型 NAD 和 NADP 的 吸收 光谱 
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长 下 ， 吡 啶 核 音 酸 辅酶 NADH, #1 NADPH， 具 有 很 强 的 收 
收 , 而 氧化 型 就 无 吸收 (图 4.6). 
NAD 有 一 个 典型 的 二 核 背 酸 结 构 : 
烟 酰 胺 一 一 核糖 一 一 磷酸 盐 
phon — Bory 

NADP 除了 在 腺 味 叭 核糖 的 2 位 上 多 一 个 磷酸 根 外 与 
”NAD 结构 相同 。 该 分 子 的 烟 酰 胺 部 分 与 二 个 氢 起 反应 ,但 在 
生理 pH 条 件 下 ,一 个 氢 解 离 ;, 如 图 4.7 所 示 。 


| eae eee 
H924 全 coNh， coh __. HE“"SC—CONH, | |, 
HCS 直 ”CH HC HC. y-CH 

| ‘= | 

R R R 


4.7 RRA BERR 


ORR APR, TEE K MADE 340 毫 微米 
有 吸收 作用 。 

有 这 些 辅 酶 参与 的 任何 酶 的 催化 反应 ， 很 容易 通过 监测 
NADH, 在 340 毫 微米 波长 下 吸收 作用 的 出 现 和 消失 的 速率 
而 得 到 观察 。 这 个 方法 很 灵敏 ,因为 NADH, 的 克 分 子 消光 系 
数 在 340 毫 微米 波长 下 是 6.3 X OH ROS BK", XE 
RASS RMR 1 微克 分 子 底 物 的 转化 使 吸光 率 变化 
6.30 所 以 ,很 容易 测 出 每 分 钟 底 物 仅 变化 若干 毫 微克 分 子 的 
酶 促 反 应 。 


吸收 光谱 


许多 化 合 物 在 紫外 光 和 可 见 光 区 域 具有 特征 性 的 吸收 光 
谱 , 所 以 可 能 在 混合 物 里 测定 这 些 物 质 , 这 点 将 在 本 书 里 反复 
说 明 。 
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ZOh RKARMARBSE, BARE 280 BK 


米 波 长 下 具有 强烈 的 光 吸 收 ,这 提供 了 一 个 灵敏 ,对 样品 无 破 


坏 作 用 的 测定 方法 。 Se as 
吸收 。 

核酸 核酸 和 它 的 碱 基 成 分 在 260 毫 微米 波长 区 域 有 
最 大 的 光 吸 收 。 核酸 的 光 吸 收 程度 能 反映 它 的 完整 性 ,因为 
核酸 部 分 降解 产物 的 光 吸 收 比 它 在 天 然 状况 下 更 强 。 核 酸 的 
各 了 碱 基 成 分 光谱 差别 特别 大 ， 故 可 用 于 它 们 的 鉴定 。 

血红 用 白 ， 当 血红 蛋白 受到 某 些 药物 或 二 氧化 矶 前 砷 

用 , 它 的 最 大 吸收 峰 发 生 特征 性 的 移动 ， beat gies. 
变形 的 血红 蛋白 。 
E 对 - 硝 基 葵 磷酸 盐 ER BRE RE 
把 它 水 解 成 为 对 - 硝 基 苯酚 和 无 机 磷酸 盐 。 MARE, 
物 对 - 硝 基 茶 酚 呈 典型 的 黄色 , 它 的 最 大 吸收 波长 是 405 Bi 
米 。 而 底 物 本 身 在 此 波长 下 没有 吸收 ,所 以 ， FRE m= Fe 
iB BA WAY HE Eo 

一 些 实 用 要 点 “每 一 合 仪器 的 详细 操作 自然 靠 认 真 阅 
PD SD SAS EE 
般 注 意 事项 。 

Liem tbe MBH Ee 50% 的 硝酸 里 Cj 
v)， 然 后 用 蒸馏 水 彻底 冲洗 。 

2. 比 色 杯 的 使 用 首先 在 每 个 比 色 杯 里 装 人 燕 饮水 ， 
检查 它们 彼此 之 间 光 学 性 质 是 否 有 差异 。 在 放 人 和 人 比 色 杯 架 之 ， 
前 , 比 色 杯 外 面 用 柔软 的 织物 或 纸 擦 干 净 , 拿 比 色 杯 时 不 要 接 
触 比 色 杯 对 光 的 一 面 ， 全 部 测定 完毕 后 ， Fa aloe 
杯 , 然 后 倒置 控 干 。 

3. 比 色 杯 的 光 吸 收 ahaa eeieeicraaeuin aan 
它 的 主要 缺点 是 玻璃 吸收 紫外 线 ， 波 长 低 于 360 毫 微米 时 簿 


sa 1]08 。 


;能 使 用 。 在 369 毫 微米 之 下 用 石英 比 色 杯 。 

”玻璃 比 色 杯 适用 波长 范围 : 360 一 800 毫 微米 

， :五 英 比 色 杯 适用 波长 范围 : 200 一 800 毫 微米 

le 4c 钨 灯 产 生 宽 范围 的 辐射 能 ， 最 短 的 波长 大 约 
为 360 毫 微米 ， 要 得 到 紫外 区 域 的 光谱 ， 就 要 用 气 灯 作为 光 
源 。 假 如 在 360 一 400 毫 微米 波长 范围 使 用 钨 灯 , 则 要 用 一 个 
” 蓝 色 滤 光 片 。- 

5. 光 电池 ， 当 工作 波长 到 625 BACK, FAR GH th 
接收 发 射 光 。 在 更 长 的 波段 测量 , 用 “ 红 ” 光 电池 。 为 了 避免 
光电 池 的 疲劳 ,读数 要 快 ,使 光电 池 的 曝光 时 间 尽 可 能 地 短 。 

6. 空白 ”样品 溶液 的 消光 是 对 试剂 空白 读 出 的 ， 试 剂 
空白 除 不 含有 被 测 成 份 外 ,其 它 成 份 和 测定 的 样品 溶液 一 样 。 
在 测定 样品 溶液 前 首先 用 空白 把 仪器 调 到 透 光度 为 100%。 
也 可 用 蒸馏 水 作对 照 ， 样 品 溶液 的 吸收 率 减 去 试剂 空白 的 吸 
收 率 , 才 是 样品 溶液 实际 的 吸光 率 。 

7. 平 行 管 ”“， 所 有 空白 液 和 标准 溶液 都 必须 有 平行 管 ， 
这 样 才能 得 到 准确 的 标准 曲线 。 另外 , 样品 溶液 也 应 尽 可 能 
有 平行 管 。 

实验 4.1 两 种 染料 的 吸光 率 曲线 

原理 

有 色 化 合 物 有 它们 自己 的 特征 吸收 光谱 ,小心 选 择 波长 ， 
; 找 出 最 大 吸收 峰 , 就 能 鉴别 混合 物 里 两 个 有 色 物 质 是 什么 。 


材料 100 
1. 1A SBIR NE Bit 50 
2. 7AM WS (10 毫克 / 升 ) 1 Ft 
3. FASE (10 毫克 / 升 ) 1 Ft 

4. EARS ARAM IE AD 1 Ft 
方法 : 
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用 比 色 计 所 带 的 天 光 片 ;轮流 测定 每 一 种 染料 在 不 同 证 “ 国 
光 片 下 的 消光 计 记 住 每-- 片 油光 片 ;都 要 对 车 馏 永 把 人 器 的 


TH DE ie LI BIS hs APA ICR SA ICH R KE IE KK 


URE Bub OBR), aaa ses ve 


BEB ine NINE 008 eK 
SEAR RRSTEHE AUC AbD 3 
把 两 种 染料 混合 在 一 te RICE ARE 


ae 42 so \ Nigag & 2 
WERT oI IE] cae BS Je tae SS 
1. 同 实验 4.1 Sule aH 
方法 


按 下 列 配 方 配制 一 系列 不 同 浓度 的 染料 深 液 。 

涡 酚 蓝 (10 毫克 / 升 儿 毫升 ) 12345 

蒸 饮 水 (毫升 ) 43210 

AIR IRARA RATE Ith. PAAR e7kia 
仪器 到 零点 。 然后 记录 不 同 浓度 染料 溶液 的 吸光 率 , 将 吸光 
率 对 每 管 里 的 染料 浓度 (毫克 / 升 或 微克 / 升 ) 作 图 。 

1. APP RBARARARK EWA MICH BSLA 
实验 ,假如 可 能 ,用 未 滤 光 的 白光 重复 上 述 实验 ;然后 ;消光 对 
浓度 作 图 ,看 是 否 遵循 比尔 定律 ? 

2. 用 甲 基 橙 染料 重复 整个 实验 。 

3. 最 后 ,用 在 实验 中 得 到 的 数据 ， 算出 在 混合 物 里 每 一 各 
染料 的 浓度 。 

实验 4.3 ”无 机 磷 的 比 色 测 定 

原理 

与 染料 不 同 , 大 多 数 生物 化 学 化 合 物 是 无 色 的 ,只 有 和 特 
殊 的 化 学 试剂 反应 产生 有 色 产 物 之 后 才能 进行 比 色 分 析 。 我 
们 以 无 机 磷 的 测定 为 例 说 明之 ， 无 机 磷 的 测定 可 能 是 生化 实 
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ll at i hl 


yg ge Ba a a EASE ea SH A TEDL 
实验 中 还 有 用 处 。 SRK ESS 
SSEBE MEALS ORR RRS ;四 还 
JA EAB 钼 酸 盐 申 的 钼 了 5 生 蓝 色 产物 3 但 并 不 影响 没有 结 
BAR. ASX BOE A a 
sh. Merb HIS HI BERS 瑟 了 上 全 二 
材料 ing RY 100 
1. FAM (50 克 / 升 ) mide is 
2. pH4.0 乙酸 铜 缓冲 液 【2.5 克 硫 酸 铜 《CuSO 
-5H,O). 和 46 CEA (CEHSCOONa .3H2O) 2 Ft 
溶 于 1 升 2 克 分 子 / 升 乙酸 里 ， 测 pH， 调 
pH 到 4.0] 
还原 剂 〈20 上 克 对 - 甲 基 氨 基 酚 硫酸 盐 加 亚 硫 
酸 钠 深 液 至 1 升 【 亚 硫酸 钠 溶液 的 浓度 是 1 
升 溶液 里 含 100 克 (Na,SO;+7H,0)]o 保存 
在 棕色 瓶 中 直至 使 用 。 1 Ft 
= SRB (100 克 / 升 ) 250 毫升 
5. 磷酸 盐 母 液 , 100 毫升 含 100 毫克 磷 〈438 毫 
克 磷 酸 二 氢 钾 加 水 至 100 毫升 )。 溶液 保存 


TY 4 


W 


<a 


于 冰箱 中 100 毫升 
6 .磷酸 盐 试 液 100 毫升 含 1 毫克 磷 ( 用 50 克 三 

毛 栈 酸 / 升 溶液 稀释 母液 100 fF) SL os 
7. te fit 50 
方法 


吸取 0.1 一 1.0 毫升 磷酸 盐 标准 溶液 到 试管 里 ， PREVA TK 
AS 1 SHHREBHMKERAKRA 1 Bro 每 管 加 3 
毫升 乙酸 铜 缓冲 液 , 0.5 BF AME, 0.5 毫升 还 原 试剂 ,每 份 
HINA SSAA, 放置 10 分 钟 , TE 880 毫 微米 波长 


e il 


了 
' 


 ——— 
和 
ts 
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Fike te 1 BH 50 5 O/T AR 
作 空 白 对 照 。 
消光 对 确 酸 基 浓 度 作 图 。 当 测定 的 磋 酸 盐 淤 液 里 客 有 重 
白质 , 则 被 测 溶液 和 等 体积 20 = A/F AREA. 
沉淀 蛋白 质 , 上 清 部 分 按 上 述 方法 进行 测定 。 

实验 4.4 比 色 法 测定 肌 酸 本 验证 比尔 定律 

原理 
在 苦味 酸 存在 下 ， 甩 酸 本 在 碱 性 溶液 里 形成 肌 酸 本 苦味 
酸 盐 的 红色 互 变 体 。 

材料 | ) 100 


1. Ce oe 7 4 . 2 Ft 
2. 氢 氧化 钠 (1 ¥59-F-/Ft) ed 1 Ft 
3. VUBRET NEA (2 克 / 升 ) (i 1 Ft 
4. 比 色 计 a | 50 


5. ABH (100 BF) 1] | 250 
方法 eigs | bt 

Fi FE bn PEE TA TOK till 4 — AANA REE LRAT IK, E— 
WS EOE REM 1 毫升 分 别 置 于 100 2HA BI, 
1 ZF 1 BOF AAW FSR 2 SF aM BE 
液 到 容量 瓶 中 , 充分 混 匀 ,放置 10 分 钟 。 adc cei 
度 , 在 530 毫 微米 波长 下 , 测 消光 。 


以 消光 对 肌 酸 栈 浓 度 作 图 。 

实验 4.5 ”对 - 硝 基 酚 的 吸收 光谱 B.8 
材料 ee 
1. 对 - 硝 基 酚 (10 毫克 分 子 / 升 ) 50 毫升 
2. 盐酸 〈10 毫克 分 子 / 升 ) 1 Ft 
3. 氢 氧化 钠 〈《10 毫克 分 子 / 升 ) 1 Ft 
4. 分 光 光 度 计 5 
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5. 容 量 瓶 《100 毫升 ) 10 
方法 | 
对 - 硝 基 酚 溶液 0. 2 一 50 毫升 ， 用 (a) 10 毫克 分 子 / 升 盐 
酸 和 (b) 10 毫克 分 子 / 升 氢 氧 化 钠 在 容量 瓶 中 稀释 至 ;100 
毫升 ,测定 每 个 溶液 在 250 至 500 毫 微米 波长 下 的 吸收 光谱 。 
讨论 两 条 光谱 曲线 之 间 的 差别 计算 最 大 吸收 波长 下 的 克 分 子 
消光 系数 。 


OH 05 
一 一 一 + H* 
4, 
*N tN 
oO 
| 
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4.8 对 - 硝 基 葵 酚 的 解 离 


实验 4.6，、 对 - 硝 基 酚 PK。 值 的 测定 
原理 
对 - 硝 基 酚 的 解 离 如 上 图 所 示 〈 图 4.8)。 从 上 述 实验 所 
见 , 在 酸性 溶液 里 , 对 - 硝 基 酚 的 未 解 离 型 在 可 见 光 区 域 无 吸 
收 ;而 在 碱 性 溶液 中 ,其 醒 型 结构 有 强 吸 收 。 假 设 在 碱 性 溶液 
中 100% 地 解 离 ; 则 解 离 50% 时 的 pH 值 即 pK 值 。 换 言 之 ， 
tes F 50% 吸光 率 时 的 pH 值 即 pK 值 。 | 
材料 10 
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1. 同 前 4 一 
2. AMR (50 毫克 分 子 / 升 ) 每 种 缓冲 “ 
RA LF 

(a) 柠檬 酸 缓冲 液 (pH3.0) 

(b) 柠檬 酸 缓冲 (pH4.0) 

(c) 柠檬 酸 缓冲 液 (pH5.0) 

(d) 柠檬 酸 缓 冲 液 (pH6.0) 

(e) =-(2 PE )-AE PR GE-HC] Bip (pH7. 0) 

(f) =-G24)-BEPGE-HC] 缓冲 液 (pH7.5) 

(g) 三 -( 羟 甲 基 )- 氨 基 甲烷 -HCI 缓冲 液 (pH8.0) 

(bh) 三 -( 羟 甲 基 )- 氨 基 甲 烷 =HCI 缓冲 液 (pH9.0) 

G) 碳酸 盐 一 碳酸 氨 盐 (pH10.0) 

G) 碳酸 盐 一 碳酸 氮 盐 (pH11.0) 

方法 

取 0.2 毫升 对 一 硝 基 共 酚 溶液 (10 毫克 分 子 / 升 ) ,用 上 述 
缓冲 液 稀释 至 50 毫升 , 在 405 毫 微米 波长 下 , 测 每 个 溶液 的 
消光 。 没 有 解 离 的 求 酚 ,吸光 为 零 。 测 定 pK, 值 , 用 氧 氧化 钠 
滴定 25 毫升 对 - 硝 基 葵 酚 溶 液 (10 毫克 分 子 / 升 ) 至 pH10.5. 
滴定 蒸馏 水 ,校正 所 得 到 的 值 , 作 一 滴定 曲线 。 测 出 pK, 值 并 
与 前 面 所 得 结果 进行 比较 。 

实验 4.7 ”对 - 硝 基 酚 磷 酸 酯 酶 酶 促 反 应 曲线 

假如 需要 ,可 做 包括 对 - 硝 基 玉 酚 的 第 三 个 实验 说 明 如 何 
利用 它 的 光 吸 收 性 质 测 定 碱 性 磷酸 酯 酶 的 活性 。 详 细 方 法 将 
在 实验 9.2 里 给 出 。 

实验 4.8 ”紫外 光 分 光 光 度 法 测定 巴 比 土 酸 盐 

原理 

在 pH10 It, 5, 5’ 取代 的 巴 比 土 酸 盐 有 一 个 特征 性 的 
紫外 吸收 光谱 ,波峰 在 240 毫 微米 处 。 
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oH 10.0 一 -me 
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230 240 260 270 


250 
波长 ( 毫 微米 ) 
图 4.9 在 碱 性 溶液 里 , 巴 比 土 酸 盐 的 特征 吸收 光谱 


KS 2 ft 
4.10 5,5 取代 的 巴 比 王 酸 盐 的 解 离 方式 


在 pH13.4 时 ， 最 大 吸收 波长 移动 至 253 毫 微米 ,而 最 
小 吸收 波长 在 235 毫 微米 。 为 了 检查 有 无 巴 比 土 酸 盐 。 分 别 在 
pH10.0 和 pH13.4, 4 220 一 270 BRCKBKHAN ERR 
的 光谱 图 (图 4.9)， 和 特征 性 的 波峰 和 波 谷 一 样 ， 两 条 曲线 
在 227 毫 微米 和 250 毫 微米 处 相交 ,这 是 它们 的 等 吸收 点 。 在 
260 毫 微米 波长 下 ; 光 吸 收 的 差 值 最 大 , 此 波长 可 用 于 测定 溶 
液 中 巴 比 土 酸 盐 的 量 。 吸 收 光谱 不 同 的 原因 是 由 于 这 些 化 合 
物 是 二 元 酸 , pK 值 分 别 为 8 和 12 LA, 所 以 , 在 pHI0 时 ， 
是 单 解 离 形式 ,在 pH13.4 是 双 解 离 形式 (图 4.10)。 
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US AAT ae! ree re ye 


怀疑 巴 比 土 中 毒 时 ， 检 出 和 测定 血 和 尿 中 的 巴 比 土 酸 盐 
是 十 分 重要 的 。 本 法 可 用 于 全 血 、 血 浆 或 尿 。 体液 里 的 巴 比 
土 酸 盐 用 氯仿 抽 提 出 来 ,然后 加 到 碱 溶液 时 。 
| 本 实验 测定 含有 葵 巴 比 土 的 一 分 < 未知” 标本 液 。 如 血浆 
里 巴 比 土 盐 浓 度 超过 100 毫克 / 升 通常 是 致命 的 ,本 实验 所 用 
“未 知 ” 标 本 的 合适 浓度 应 在 10 一 60 毫升 / 升 之 间 。 


材料 10 
1. 氧 仿 (分 析 纯 ) 1 F 
2. BER PAR PAH (0.4 克 分 子 / 升 ，6H7.4)》 200 BF 
3. RACH (50 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 

4. 硼 酸 -氧化 钾 溶 液 Q1 升 中 含 37.2 克 硼 酸 和 :45 
克 氯 化 钾 ) 100 毫升 


5. AE Dee nA (20 毫克 溶 于 1 Hr 0.45 Fe 
分 子 NaOH/ 升 溶液 中 | 


6.Whatman 31 号 滤纸 10 
7. Si cee 
8. 分 光 光 度 计 5 
9. 硫 酸 (6 克 分 子 / 升 ) 10 毫升 
方法 


de 在 分 液 漏 斗 里 置 5 一 10 毫升 试 液 ,用 30 BHA 
仿 抽 提 三 次 ,合并 抽 提 液 ; 通过 Whatman 31 号 滤纸 过 滤 ， 用 
少量 氯仿 洗涤 油纸 。 

把 抽 提 液 转 移 到 一 个 清洁 的 分 液 漏斗 中 。 用 5 毫升 磷酸 
缓冲 液 洗 二 次 ,缓冲 液 弃 之 。 加 10 毫升 ,0.45 克 分 子 / 升 氢 氧 
化 钠 溶液 剧烈 振 功 1 一 2 Sh, 放置 让 两 相 分 离 , 离心 分 出 水 
Be 

巴 比 土 酸 盐 的 检测 1. M2 SHAKERS 2 毫升 0.45 
克 分 子 / 升 氧 氧化 钠 溶 液 中 , 以 0.45 克 分 子 / 升 氢气 化 钠 作 空 
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A, HBR K 220-270 毫 微米 范围 内 的 光谱 图 (pH13.4)。 

再 加 式 毫 升水 层 液 到 2 毫升 硼酸 溶液 里 ， 用 2 毫升 0.45 
克 分 子 / 升 所 氧化 钠 溶液 和 2 毫升 碟 酸 作 空白 测定 光谱 曲线 
(pHi0.0)。 

， 计算 41. 波长 260 毫 微米 下 , 在 pH13.4 时 测 出 的 溶液 消 
光 小 于 在 :pH10 时 测 出 的 淤 液 消光 。 
| 汉 巴 比 土 标准 溶液 按 得 自 氯 仿 抽 提 液 的 水 层 液 一 样 处 
理 ,算出 在 260 毫 微米 波长 下 的 标准 消光 值 。 测试 液 的 巴 比 

土 盐 浓度 为 : - 

Ese _ _ BR NDE 
试 液 中 巴 比 土 酸 盐 浓 度 (毫克 / 升 ) 一 EC X 20 

巴 比 土 酸 盐 的 检测 2. RE, WR pH10.0 时 的 
光谱 ， 然 后 各 加 4 Hi 6 克 分 子 / 升 HSO, 到 样品 和 空白 比 色 
标量 ;再 记录 光谱 ;但 这 时 是 在 BEL2 解释 两 种 PH 下 光谱 曲线 
的 差别 , 试 推测 在 pH2 下 可 能 存在 什么 样 的 解 离 形式 。 用 相 
同 的 方法 处 理 茶 巴 比 土 标准 溶液 ， 根 据 两 个 咨 液 在 240 毫 微 
米 波长 下 , 消光 的 不 同 来 计算 巴 比 土 酸 盐 浓 度 。 两 种 方法 当 ， 
中 哪 一 种 更 灵敏 ? 

实验 4.9| 血红 蛋白 的 光谱 曲线 

原理 : 

当面 红 蛋 白 与 氧 结合 时 ,吸收 光谱 发 生 移动 ,血液 的 颜色 
从 障 红色 变 成 亮 红色 ,去 氧 后 颜色 发 生 相 反 的 变化 ;这 就 是 瑚 
脉 面 和 动脉 血 颜 色 不 同 的 原因 。 在 血红 蛋白 和 氧 合 血红 蛋白 
里 铁 是 亚 铁 形 式 ,在 氧 合 过 程 中 , 铁 没有 被 氧化 。 若 用 氧化 诈 
若 高 铁 握 化 物 把 亚 铁 离子 氧化 , 则 形成 正 铁 血红 蛋白 ,血红 蛋 
白 分 子 就 不 能 再 结合 氧 或 一 氧化 碳 。 正常 情况 下 , 人 血液 中 
仅 含 1 和 %' 正 铁血 红 蛋白 , 但 随 着 摄 人 某 些 药物 , 正 铁血 红 蛋 白 
的 量 可 以 随 之 增加 。 
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血红 蛋白 结合 一 氧化 碳 形成 羧 络 血 红 蛋 白 比 结合 氧 虱 容 
易 约 200 倍 。 形 成 羧 络 血 红 蛋 白 后 可 运输 氧 的 血红 和 蛋白 量 下 
降 。 所 以 ,如 有 足 量 CO 存在 ,组 织 由 于 缺 氧 而 死亡 。 RAM 
红 和 蛋白 与 血红 蛋白 的 吸收 光谱 之 间 仅 有 微小 差别 ， 但 这 些 差 
别 已 足够 作为 检测 血 芒 里 羧 络 血 红 蛋 白 的 依据 。 在 法 医学 上 ， 
这 一 点 用 来 证 明 煤 气 中 毒 致死。 

假如 血液 在 空气 中 振 摇 ， 则 形成 氧 合 血红 蛋白 。 £m 
里 加 Stokes 试剂 完全 去 除 氧 气 以 形成 血红 蛋 自 。 - ， 


血红 蛋白 衍生 物 eA RUCK CSA) 
血红 和 蛋白 555 430 
氧 合 血红 蛋白 577 541 413 
羧 络 血红 蛋白 570 535 418 
正 铁血 红 蛋 白 630 500 406 
材料 10 


.1 工 .紫外 分 光 光 度 计 Coys 
Stokes’ 试剂 (20 克 硫 酸 亚 铁 盐 / 升 和 30 克 酒 
石 酸 / 升 ; 用 前 加 所 ,直至 刚好 出 现 细 微 的 沉 

淀 物 。 这 是 亚 铁 酒石酸 铵 盐 溶液 , 是 一 个 还 

原 剂 ) 50 毫升 


iS) 


3. 高 铁 氰 化 钊 (100 H/F) 50 毫升 
4. 从 人 红细胞 溶血 制备 的 血红 蛋白 制剂 
5. 氧 化 钠 (0.15 克 分 子 / 升 》 、， 200 毫升 
6. 直 视 分 光 镜 了 

7. 一 氧化 碳 源 eed 
方法 


配制 一 分 血红 蛋白 的 生理 盐水 溶液 ,浓度 大 约 为 1 6%) 
毫升 ,在 波长 400 一 700 毫 微米 之 间作 吸收 光谱 图 。 
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血红 蛋白 溶液 按 下 列 条 件 处 理 后 再 作 吸收 光谱 图 : 

I. 加 2 滴 新 鲜 制 备 Stokes ”溶液 到 4 SHMABA BR 
中 。 

2. 血 红 蛋 白 溶液 , 通 一 氧化 碳 (在 通风 柜 中 ), 密 封 比 色 杯 
顶部 。 

3: 加 2 滴 Stokes’ 试剂 后 重复 2 

4. 加 2 滴 100 Beal Fe BR fas RAC PRS SI 4 毫升 血红 蛋 
白 溶 液 中 。 

5. 重复 4 ,但 加 高 铁 握 化 钾 后 ,再 加 Stokes’ 试剂 。 

另外 ,用 直 视 分 光 镜 检查 上 述 溶 芒 的 可 见 光 谱 。 

RBM PBR 


x wm B 
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Le SEMAZAR 
化 学 和 物理 性 质 
氨基 酸 的 化 学 性 质 a 
LAR 按 命名 ， 氨 基 酸 是 含有 氨基 和 羧基 的 有 机 
化 合 物 ,因此 ,具有 酸 和 碱 两 者 的 性 质 。 从 化 学 的 角度 ,氨基 
酸 可 能 有 许多 种 , 但 天 然 存 在 的 仅 是 少数 。 组 成 蛋白 质 的 大 


约 22 种 氨基 酸 几 乎 全 部 是 %- 氮 基 酸 ， 它 的 氮 基 是 联结 在 c- 
碳 原子 上 的 。 
NH, 
a- A FRE R 27% —COOH 
i 


在 性 质 上 ， 氮 基 酸 不 像 低 分 子 量 的 有 机 化 合 物 ， 而 像 无 
机 盐 。 一 般 来 说 , CADBRT AK, MMBRABT ADE 
剂 。 与 低 分 子 量 的 有 机 化 合 物 比 较 , 它 的 熔点 很 高 ,， 多数 大 于 
200%C， 为 了 解释 这 些 特 性 ,我们 把 在 中 性 溶液 里 的 氨基 酸 作 
为 带 正 负 电荷 的 两 性 离子 ,而 不 是 不 解 离 的 分 子 : 


R R 
| | 
+H,N—CH—COo- H,N—CH—COOH 
两 性 离子 无 电荷 形式 


由 于 打 断 晶 格 上 的 离子 键 需要 高 能 ,所 以 它 的 熔点 高 o 取 
代 酸 或 胺 的 类 似 物 以 及 氨基 酸 酯 都 是 非 极 性 的 ， 所 以 熔点 很 
低 。 其 它 一 些 物 理性 质 也 证 实 几 乎 全 部 脂肪 族 氨 基 酸 都 
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以 两 性 离子 形式 存在 。 在 —NH! 基 上 的 强 正 电 荷 有 使 
—COOH 基 失 去 一 个 质子 的 趋势 ,所 以 , 氨基 酸 是 强酸 。 例 
i, 甘氨酸 的 :PK。 值 大 大 低 于 乙酸 , 其 它 含 有 脂肪 族 侧 链 的 
氨基 酸 也 具有 类 似 甘氨酸 的 PK (Ho 


2 H 


HAR 乙酸 

在 25%C 时 的 体 液体 
物理 状态 

熔点 232—236% 17% 

pK—COOH 2—4 4.8 

| pK—NH, 9.7 cca 


有 一 些 氨基 酸 在 侧 链 R 上 含有 可 解 离 基 团 ， 它 对 在 溶液 
里 的 游离 氨基 酸 或 在 蛋白 质 里 结合 的 氨基 酸 的 物理 特性 均 有 - 
影响 。 事实 上 ，, 蛋白 质 的 电荷 性 质 在 很 大 程度 上 决定 于 氨基 
酸 侧 链 的 可 解 离 基 团 。 存 在 于 氨基 酸 侧 链 中 的 可 解 离 基 团 和 
它们 的 pK 值 列 于 表 5.1。 
“等 电 志 ”” 毛 基 酸 在 电场 里 移动 ; 这 种 性 质 是 分 离 氨基 
” 酸 的 一 种 方法 的 依据 ， 移 动 的 方向 和 程度 主要 取决 于 哪 一 种 
离子 形式 占 优势 ,这 决定 于 电泳 缓冲 液 的 pH 值 。 在 某 种 pH 
下 ，, 氨基 酸 可 呈 电 让 性 , 在 电场 里 它 不 移动 , 这 一 pH 值 被 称 
为 氨基 酸 的 等 电 点 。 而 只 考虑 带电 基 团 与 Ht 的 平衡 时 , 当 
其 正 负电 荷 相 等 时 的 pH 称 为 等 离子 点 。 对 多 数 氨 基 酸 而 言 ， 
客 与 等 电 点 通常 是 相同 的 。 在 蛋白 质 里 , 这 两 点 并 不 总 是 相 
等 ,因为 结合 的 离子 不 仅仅 是 Htf。 仅 食 有 一 个 一 COOH 和 
一 个 —NH, 作为 可 解 离 基 团 的 氨基 酸 ,等 电 点 (PI) 是 这 两 
个 基 团 pK 草 之 和 的 一 半 ;, 所 以 丙 氨 酸 的 pI 值 : 
pl = 1/2(2.4 + 9.7) = 6.1 
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5.1 一 些 氨基 酸 侧 链 可 解 离 基 团 的 PK 值 
解 离 基 团 AER pK 
B-FRE KLAR 3.9 
7- 羧 基 SRB 4.3 
—COOH == 一 COO- + Ht | 
DK ME 3 | 
| | 9 Te 
+HN NH-==N NH-+ H+ 组 氨 酸 6.0 
SS WY 
hi a CRE) ) 
~-CH,SH == —CH,S~ + H+ 半 胱 氨 酸 8.3 
酚 基 
OH O- 
| | 
se Ab + Ht 酷 氮 酸 “| 10.1 
” hee 
8-4 
—NH?+ == NH, + Ht RAR 10.5 
AN 2: ) 
NH, NH, 
| | 
tee => C=NH + Ht i AR 12.5 
NH ee 


CH, CH, CH, 
丙 氮 酸 的 


| | 
解 离 形式 |HOOC—CH—NHt¢ | -00C 一 CH 一 NH+| -OOC—CH—NH, 


介质 的 pH 酸 oF A FA 碱 
携带 电荷 学 0 
在 电场 中 


移动 方向 向 阴极 


当 存 在 一 些 其 它 带 电 基 团 时 ， 则 计算 pl 就 不 是 如 此 入 
单 , 但 是 作为 粗略 估计 ,等 电 点 是 在 相似 基 团 pPK 值 之 间 。 
光学 活性 RY RBS), 所 有 氨基 酸 的 c- 碳 原子 都 是 
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不 对 称 的 ,所 以 陈 甘 气 酸 外 全 部 氨基 酸 均 有 光学 活性 。 假 如 以 ， 
丝氨酸 作为 母体 化 合 物 , 就 可 与 糖 类 的 工 系 脉 体 化 合 四 民 二 】 
甘油 酸 比较 。 Bia 


COOH COOH COOH 
-HO—C—H H,N—C —H ae _NH, 

CH,OH CH,OH ~ CH,OH 
L(—) 甘油 酸 L(+) 丝氨酸 D( 一 ) 丝 伺 酸 


当 一 CH:OH 被 其 它 基 团 取 代 ， 出 现 两 族 氮 基 酸 ，D 和 
Lio 虽然 在 抗菌素 和 细胞 的 细胞 壁 里 有 D 型 氨基 酸 , 但 在 
蛋白 质 里 , 全 部 氨基 酸 均 是 工 构 型 。 关于 这 些 术 语 及 光学 同 
ee ee MERA HAH: ER AE 
言 的 有 关 部 分 . e 

L 和 D 系 指 不 对 称 碳 原子 的 绝对 构 型 ， RIE 
to ARE ,电解 质 的 存在 、pH 均 影 响 特 异 旋光 度 。 旋光 度 的 
符号 和 大 小 可 能 随 pH 移动 而 递 转 。 ARERR, PIF 
亮 氨 酸 、\ 苏 氨 酸 、 羟 赖 氨 酸 含有 第 二 个 不 对 称 硕 广 ， Ac 具有 
两 种 以 上 的 构 型 是 可 能 的 。 

氨基 酸 的 一 般 反应 最 在 两 性 离 子 形式 占 少数 的 条 
件 下 氨基 酸 具有 含 羧基 和 氨基 化 合 物 的 全 部 典型 化 学 反应 。 


蛋白 质 的 氨基 酸 组 成 


气 基 酸 的 结构 式 。 象 单 糖 是 构成 多 糖 揭 基本 单位 一 
样 ,氨基 酸 是 蛋白 质 的 基本 构件 。 构成 多 糖 通常 仅 少数 几 种 
单 糖 , 而 蛋白 质 可 以 包含 22 种 不 同 的 氨基 酸 。 通 常 存在 于 蛋 
白质 里 的 氨基 酸 名 称 和 缩写 列 人 表 5.2。 aan tg 

除 侧 链 R 的 性 质 不 同 外 , 全 部 -氨基 酸 的 结构 式 是 相同 
的 。 
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表 5.2， 存 在 于 蛋白 质 里 的 普通 氨基 酸 


| 


BEAR sea 
栈 氨 酸 
色 氨 酸 


组 氨 酸 


亚 氨基 酸 
Fi A 


FB ih 2a HR 


Phe 


Tyr 


Try 


His 


Pro 


Elyp 


| 
AN 


rac 


肽 键 “蛋白质 分 子 中 氨基 酸 之 间 以 肽 键 租 连 :( 一 CO 
一 NH-)， 肽 键 是 由 一 个 氨基 酸 的 -羧基 与 相 邻 的 男 一 个 氨 
基 酸 的 or- 氨基 脱水 缩合 形成 的 。 BARMAID FERS 
体 叫 多 肽 ,而 分 子 量 几 千 或 更 大 的 大 聚合 体 一 般 叫 蛋 白质 。 
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NH, 一 CH 一 coloH ”本 NH 一 cH 一 cooH 
CH, 
HAR Aas 
NH,—CH, -CO—NH—CH—CooH 
cH, 
甘 氨 酰 丙 氨 酸 ( 二 肽 ) 


肽 键 的 一 C 一 N 一 原子 全 部 在 一 个 平面 上 ,形成 骨 碟 ， 
每 一 个 氨基 酸 的 侧 链 彼此 以 相反 方向 排列 在 骨架 两 侧 。 


R， OH Hu R, oO 

Re 

Hf |: oe | 
H R, O H R, 


KER 


蛋白 质 结 构 


一 级 结构 “， 在 蛋白 质 里 能 够 识别 出 几 种 结构 水 平 。 首 
-先是 一 级 结构 , 即 氨基 酸 的 排列 顺序 。 一 个 纯 蛋 白质 的 氨基 
酸 成 分 较 容 易 测 定 , 先 用 化 学 方法 或 酶 水 解 肽 键 ; 然 后 用 层 析 ， 
或 电泳 法 分 离 氨基 酸 。 用 纸 层 析 可 得 到 定性 图 谱 , 用 离子 交 
换 层 析 法 可 得 到 完全 的 定量 分 析 ; 后 者 目前 已 完全 自动 化 。 
假如 我 们 只 知道 由 几 百 或 几 千 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 一 蛋 
白质 中 各 氨基 酸 的 相对 量 ， 并 希望 知道 这 些 氨基 酸 在 蛋白 质 
里 排列 的 顺序 , 那么 我 们 应 如 何 着 手 进行 呢 ? 目前 已 能 采用 
化 学 方法 鉴定 蛋白 质 和 肽 的 游离 羧基 和 和 氨基， 这 提供 了 解决 
上 述 问 题 的 关键 。 

蛋白 质 为 酸 部 份 水 解 ， 这 种 水 解 作用 是 随机 的 而 酶 能 催 
化 特异 氨基 酸 之 间 肽 键 的 水 解 。 通 过 层 析 和 电泳 分 离 得 到 水 
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iui; 然后 后 鉴定 它 的 C 和 N 未 端 ,二 和 三 肽 的 结构 就 能 
测 出 ,用 此 种 办 法 来 逐个 鉴定 肽 的 氨基 酸 顺 序 , 然 后 加 以 综合 
就 可 得 知 蛋白 质 的 一 级 结构 ,很 像 做 拼 板 玩具 游 戏 。 

二 级 结构 Pauling 和 Corey 根据 X 射 线 衍射 研究 , 提 


”出 肤 链 是 以 螺旋 结构 形式 存在 。 这 些 研 究 者 认为 有 知 干 种 螺 


旋 结构 形式 ,但 仅仅 -螺旋 是 多 肽 链 最 稳定 的 构象 。 螺旋 结 
构 形式 是 3.6 个 氨基 酸 残 基 为 一 周 ， 沿 中 心 轴 每 个 残 基 上 升 
0.15 毫 微米 ， 在 肽 骨架 中 每 隔 三 个 残 基 的 状 基 氧 和 酰胺 氨 之 
间 形 成 的 分 子 内 氢 键 维持 着 其 结构 的 形状 : 


氢 键 是 很 弱 的 键 , 但 在 w- 螺 旋 中 有 大 量 氢 键 足以 维持 结 
构 的 稳定 性 。 全 部 氨基 酸 侧 链 不 参与 螺旋 结构 ,而 分 布 在 螺 - 
旋 外 侧 ， 所 以 这 些 侧 链 可 以 调 市 - 螺 旋 的 稳定 性 , 亚 氮 基 酸 
AFAR A Si REE MARZ, ABASROAB MK 
氢 键 去 构成 -螺旋 , 在 肽 链 顺 序 上 遇 到 此 类 残 基 时 ， 发 生 肽 
链 走行 方向 的 改变 或 纽 曲 ， Ae AS eee ee 
所 致 

一 级 结构 的 另 一 种 形式 是 8- 片 层 结 构 。 在 此 结 梅 中 ,两 
肽 链 间 有 和 氢 键 相 联 ， 肽 链 之 间 可 顺 向 平行 排列 或 着 向 平行 排 
列 , 在 顺 辐 平行 排列 中 , N- 原 子 指向 相同 ,而 在 逆 相 平行 排列 
中 则 是 每 隔 一 条 肽 链 , N 一 原子 指向 相同 。8 型 结构 存在 于 纤 
维 状 蛋白 质 例 如 毛发 角 蛋 白 中 。 而 < 螺旋 可 以 存在 于 纤维 状 
和 球形 两 类 和 蛋白质 之 中 ,后 者 如 请 蛋 日 和 肌 红 蛋白 。 

三 级 结构 ， 和 蛋 日 质 的 三 级 结构 是 分 子 链 在 空间 的 排 
列 ,换言之 是 蛋 日 质 分 子 的 全 形 , RMRARD FRR, w 
叫 球 形 蛋 白质 ,而 另 一 些 蛋白 质 具 有 较 强 的 刚性 ,形成 长 细 线 
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状 ， 则 叫 纤维 状 蛋白 质 。 =ReKEPHARHRARS 
NAF SEER, 但 数量 多 , CURSE UE 
AMER AREAS Ie. REA. SAB. BAR 
组 氨 酸 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 的 侧 链 均 能 形成 氢 键 。 

当 酸 性 和 碱 性 氨基 酸 彼此 紧密 靠近 并 离子 化 时 ， 则 形成 
静电 或 离子 键 。 碱 性 蛋白 质 和 其 它 酸 性 大 分 子 的 结合 , 这 种 
键 起 重要 作用 ,如 形成 核 蛋白 时 就 是 如 此 。 


氢 键 离子 键 二 硫 键 Bi 7k 


二 硫 键 是 共 价 键 , 所 以 能 给 予 蛋白 质 一 定 的 刚性 。: Berk 
键 的 性 质 仍 不 完全 清楚 ， 但 它们 来 自 氨基 酸 残 基 的 非 极 性 但 
链 之 间 ,互相 连结 的 一 种 倾向 。 亲 水 基 团 能 结合 水 ,所 以 它 分 
布 在 蛋白 质 分 子 的 表面 。 朴 水 基 多 聚集 在 分 子 的 内 部 ， 所 以 
这 种 连结 的 趋势 支配 着 分 子 的 形状 ， 在 形成 三 级 结构 中 它 是 
很 重要 的 。 

四 级 结构 “若干 蛋白 质 分子 由 多 肽 链 亚 单位 构成 。 亚 
单位 之 间 不 是 共 价 键 连结 。 这 些 亚 单位 连结 形成 蛋白 质 的 四 
级 结构 。 这 些 亚 单位 可 以 是 相同 的 , SFL SMe Be 
和 5, 它们 都 是 由 分 子 量 为 34.000 HASTA RM. AW 
酶 1 由 四 个 “H” 亚 单位 ,而 同 功 酶 5 是 由 四 个 “M”: 亚 单位 构 
成 。 互 和 M 亚 单位 以 不 同比 例 构 成 同 功 酶 2、3 和 43 分子量 
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el 的 许多 蛋白 质 常 常 有 四 级 结构 。 
蛋白 质 的 分 离 


分 离 蛋 白质 同 分 离 其 它 许多 生物 材料 一 样 ， 一 定 要 吕 免 
剧烈 的 条 件 , 物理 方法 要 比 化 学 方法 更 适合 。 一 般 来 说 最 好 
的 条 件 是 蛋白 浓度 高 \ 温 度 低 和 pH 接近 中 性 , 否则 会 发 生变 
性 。 
变性 作用 “一 个 蛋白 质 的 空间 排列 从 天 然 分子 的 有 序 
结构 变 成 较 无 序 的 三 维 构 型 ， 发 生 这 种 变化 的 过 程 称 为 变性 
作用 。 在 变性 时 ; 氢 键 和 朴 水 键 发 生 断 裂 , 从 而 炳 或 分 子 无 序 
度 增加 。 变 性 有 时 是 可 逆 的 ,例如 在 加 热 时 , 胰 凝 乳 蛋 白 酶 失 
去 活性 ,而 冷却 时 ,活性 可 恢复 ;但 是 在 大 多 数 情况 下 ,变性 以 
后 蛋白 质 不 可 能 恢复 到 它 的 天 然 状 态 。 

2 在 变性 时 ;蛋白 质 的 溶解 度 下 降 ， 失 去 活性 , 例如 失去 激 
素 的 性 质 ,抗原 结合 力 和 酶 活性 。 有 许多 方法 能 使 蛋白 质变 
性 ,下 面 列 出 一 些 变性 方法 。 

物理 学 方法 ”” 热 ,压力 \ 冰 冻 \ 表 面 力 . 和 射线 和 紫外 线 
照射 .超声 波 。 

化 学 方法 “过 酸 或 过 碱 、 有 机 溶剂 、 酰 胺 和 它 的 衍生 
物 。 

生物 学 方法 ”蛋白 水 解 酶 (变性 发 生 在 水 解 前 )。 

变性 是 检测 蛋白 质 存在 的 基础 ， 因 为 变性 蛋白 质 有 聚集 
起 来 的 趋势 并 从 溶液 中 沉淀 出 来 , 这 就 叫 凝结 。 各 种 蛋白 质 
对 变性 剂 的 化 感 程度 并 不 相同 ,因此 ,就 可 以 利用 此 点 通过 蛋 
白质 的 凝结 作用 从 混合 物 里 去 除 不 需要 的 蛋白 质 。 

盐 沉 演 “， 当 盐 加 到 蛋白 质 溶液 里 ， 蛋 白质 的 溶解 度 增 
加 ,这 叫 功 深 。 这 是 由 于 离子 生成 基 的 活 度 系 数 下 降 , 使 蛋白 
质 的 稳定 性 增加 ， 从 而 使 其 溶解 度 增 加 。 当 离 子 强度 进一步 
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盐 析 时 ， 在 蛋 日 质 和 盐 溶 芒 之 间 可 能 存在 占有 水 分 子 的 芝 委 ， 
这 上 朵 和 蛋 日 质 之 间 的 相互 作用 变 得 较 重 要 。 

在 盐 析 区 内 ,六 溶解 度 和 离子 强度 之 间 的 关系 如 下 : 

log S = 6 —K,Io 

式 中 和 8 是 当 工 等 于 零 时 ， 假 设 的 溶解 度 对 数值 ,K, 是 盐 
析 系 数 , 所 以 工 发 生 一 些小 的 变化 就 能 引起 s 相当 大 的 改变 。 
在 一 定 的 盐 溶液 里 , 大 多 数 蛋白 质 的 K, PRAWN, 18 是 
根据 不 同 的 蛋白 质 而 异 ， 图 5.1 RR, 通过 收集 在 各 种 不 同 
离子 强度 范围 内 形成 的 沉淀 物 而 使 混合 的 四 种 蛋白 质 得 到 分 


Bo Sb ,通常 不 能 完全 分 离 ,因为 蛋白 质 混合 物 的 溶解 度 


曲线 几乎 总 是 有 些 重 登 ,但 当 配合 其 它 方 法 一 起 使 用 时 ， = 
法 仍 有 价值 。 

硫酸 铵 有 很 高 的 溶解 度 ， 因 此 CRM ED BOR 
A He Sila P soa TOA RAE 1 Ft MM 767 克 
tPA FH, XA 100% 饱和 (注意 , 不 是 100 毫升 含 100 克 ) :分 
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图 5.1 离子 强度 对 蛋白 质 溶解 度 的 影响 


“TI30 。 


a 


BOB CaRAAD WMA, 如 说 某 蛋 白质 在 40— 


50% 物 和 度 沉 淀 。 

BR 一 般 来 讲 , 温 度 上 升 使 溶解 度 下 降 , 所 以 ,指出 
SRY SRB 0°C 还 是 室温 下 进行 是 重要 的 。 

小 心 加 热 可 以 使 一 些 蛋白 质变 性 ， 从 而 可 去 除 这 些 不 需 
要 的 蛋白 质 , 但 是 采用 这 种 方法 必须 十 分 谨 愤 。 例如 核糖 核 
酸 酶 在 90° 是 稳定 的 ,但 这 时 大 多 数 其 它 蛋 白质 均 变 性 。 底 
物 加 到 酶 里 ， 能 使 酶 蛋白 变性 温度 提高 10%Ca 

BE 蛋白 质 的 溶解 度 随 pH 而 变化 。 在 等 电 点 时 , 蛋 


白质 的 溶解 度 最 小 。 必 须 小 心 控 制 溶 小 的 pH, AA FE 


的 两 侧 ,只 要 pH 值 改变 一 个 单位 , 则 蛋白 质 的 溶解 度 就 可 以 


有 10 倍 的 变化 , 用 加 热 和 小 心 控 制 pH 的 变化 能 去 除 不 需要 


的 变性 蛋白 。 例 如 ,调节 麦芽 提取 液 的 pH 至 3, 可 破坏 oe 
粉 酶 而 完整 保留 8- 淀粉 酶 。 

有 机 溶剂 ”， 使 用 有 机 溶剂 必须 小 心 ， 因 为 它 能 使 许多 
蛋 自 质变 性 , 兆 其 在 室温 下 。 所 以 ,几乎 都 是 在 低温 下 使 用 有 
柄 溢 剂 。 经 常 使 用 的 有 乙醇 , 丙 醒 和 甲醇 溶剂 的 质量 十 分 重 
要 ,使 用 不 同 纯度 级 (GPR 和 AR) 溶剂 可 能 得 到 不 同 结果 。 
有 机 溶剂 能 使 蛋白 质 沉淀 的 原因 是 降低 介 电 常数 ， 从 而 增加 
蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 有 机 溶剂 和 盐 比较 , 它 可 能 较 少 裂 
解 蛋白 质 辅 基 ;, 所 以 ,在 一 些 情 况 下 , 它 是 最 好 的 分 离 方法 。 用 
有 机 溶剂 沉淀 蛋白 质 最 好 在 低 离 子 强度 〈I = 0.03 或 低 于 此 
值 ) 下 进行 , 故 样品 必须 预先 透析 。 但 必须 小 心 操作 , 假如 完 
全 没有 电解 质 ; 也 不 会 离心 出 沉淀 来 。 

吸附 ，， 分 离 蛋白 质 的 另 一 种 方法 是 利用 凝 胶 对 蛋白 质 
的 吸附 作用 。 虽 然 ,特殊 分 离 的 条 件 仍 很 大 程度 上 靠 经 验 ,但 
得 到 的 蛋白 质 可 能 有 较 高 的 特异 性 。 最 常用 的 吸附 剂 是 氧化 
AMAR. 它们 的 制备 方法 是 非常 重要 的 。 吸附 通常 
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在 酸 溶液 里 进行 ,而 用 弱 碱 缓冲 液 进 行 洗 脱 。 
最 后 的 纯化 步骤 ESSER, RRS 
要 浓缩 ,在 第 三 章 “ 透 析 ” 一 节 中 曾 给 出 一 些 浓缩 的 方法 。 
当 蛋 白质 溶液 浓缩 到 比较 小 的 体积 时 ; 最 后 的 纯化 步骤 
包括 层 析 和 电泳 (第 三 章 )。 
结晶 和 保存 ”假如 可 能 ,应 该 得 到 结晶 形式 的 纯 蛋 白 ， 
但 是 在 这 点 上 鼎 难 给 予 更 多 的 指导 ， 因 为 结晶 方法 的 技巧 本 
身 就 是 一 门 科学 。 假如 在 纯化 过 程 中 使 用 了 有 机 溶剂 ， 就 比 


” 较 容易 得 到 结晶 。 结 晶 的 方法 常常 是 慢 慢 滴 加 盐 溶液 到 浓缩 


的 蛋白 质 溶液 中 , 直到 观察 到 微弱 混浊 为 止 。 采用 样品 对 一 
个 盐 浓度 适当 的 溶液 透析 过 夜 的 方法 是 方便 的 。 已 经 得 到 的 
晶体 在 一 个 不 失去 生物 活性 的 最 适 条 件 下 保存 ， 这 常 需要 反 
复试 验 。 
均一 性 试验 ”结晶 的 蛋白 质 制品 并 不 一 定 说 明 是 纯 
的 ,所 以 要 测定 桩 品 的 均一 性 。 假如 在 各 种 物理 条 件 下 ,在 吸 
附 层 析 、 离 子 交 换 层 析 和 分 子 筛 柱 层 析 中 ;以 及 在 电泳 和 超速 
离心 分 析 中 都 得 到 一 个 单 峰 ,那么 它 很 可 能 是 一 个 纯 蛋 白质 s 
检查 晶体 的 药理 性 质 和 酶 活性 也 可 用 作 确 定 一 些 蛋白 质 的 均 
一 性 的 方法 。 在 蛋白 质 里 , 各 氨基 酸 的 数目 成 整数 比 也 可 作 ， 
为 蛋白 质 均 一 性 的 附加 标准 。 


在 生物 体内 的 功能 


蛋白 质 这 个 名 字 是 从 希腊 语 “Proteios 衍生 而 来 ， 它 的 
意思 是 “最 重要 的 ”, 这 个 名 字 是 很 恰当 的 。 碳水 化 合 物 和 脂 
肪 提供 能 量 ， 而 蛋白 质 的 主要 功能 是 作为 机 体 结构 材料 的 基 
本 成 分 。 这 并 不 意味 着 蛋白 质 是 一 个 静止 的 化 合 物 ; 亲 反 ; 它 
处 于 不 断 合 成 和 分 解 的 一 个 动态 平衡 状态 中 。 
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表 5.3 ”一 些 重要 的 氨基 酸 和 衍生 物 - 
名 称 和 结构 式 存在 部 位 和 作用 


8- 丙 氨 酸 这 个 氨基 酸 是 在 喀 啶 分 解 时 
i ”产生 的 ， 也 是 辅酶 A 分 子 的 一 
a, | 个 部 分 

CH,NH, 
1-RETE 谷 氨 酸 在 脑 中 脱羧 后 形成 
_ COOH 7Y-RETE, EMG EHH 
Coa), 一 些 神经 元 之 间 传 递 神经 冲动 
| ”的 化 学 递 质 
NH, ; 
FRG 天 冬 酰 胺 存在 于 一 些 植物 组 
on 织 中 ,在 植物 萌芽 时 ,是 合成 蛋 
NT 白质 的 氮 源 
os 
二 氨基 庚 二 酸 这 个 氨基 酸 是 细菌 细胞 壁 粘 
肽 的 重要 成 份 
CHNH, 
(CHL): 
4 NG 
COOH 

3,4-L BEAR 这 个 氨基 酸 简称 多 巴 ， 是 黑 
CH:CHCNH:)COOH ”色素 的 重要 前 身 ， 毛 发 皮肤 眼 
8 睛 的 颜色 是 由 黑色 素 产生 的 

| 

OH 

组 胺 组 氨 酸 脱羧 形成 组 胺 ， 它 是 

一 一 一 CH,CH,NH, 一 种 血管 舒张 剂 》 参与 休克 和 
变态 反应 


HN\/N 
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5-F5 fa Bes. sn ans Sse 4h x 这 个 氨基 酸 是 从 色 氨 酸 合 = 
HO 成 , 存在 于 脑 、 肠 和 血小板 中 ， 
NER 
aas 它 刺 激 平 滑 肌 收缩 ? 是 强 的 、 血 
0 管 收缩 剂 。5-HT 在 脑 中 的 水 
平 影响 脑 电 活动 程度 
”甲状腺 素 这 个 激素 是 在 甲状 腺 里 从 栈 
人 氨 酸 形成 。 它 控 制 代 谢 速 率 ， 
入 也 影响 生长 和 分 化 
iy 
O 
| 
Vl 
办 
/\/\ 
氨基 酸 


蛋白 质 里 的 氨基 酸 主 要 从 消化 食物 蛋白 质 而 来 ， 动 物体 
自身 能 够 合成 的 一 些 氨基 酸 叫 做 非 必需 氨基 酸 ， 而 不 能 合成 
的 ,一定 要 由 食物 供给 的 氮 基 酸 , 叫 做 必须 氮 基 酸 。 与 蛋白 质 
的 合成 有 关 ， 并 且 亦 与 某 些 重 要 的 生物 活性 物质 的 合成 有 关 


的 一 些 呈 氨 基 酸 列 在 表 5.3 中 。 


肽 ,一 般 是 指 残 基 酸 不 超过 50 ,或 分 子 量 不 高 于 5,000 的 
殷 基 酸 聚 合 物 。 肽 链 和 碳水 化 合 物 相 连 形成 细菌 细胞 壁 上 的 
肽 多 糖 以 及 血型 物质 的 糖 蛋 白 。 细 菌 细胞 壁 上 的 肽 多 糖 中 的 
许多 氨基 酸 是 D 型 而 不 是 一 般 的 工 型 。 
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表 5.4 一 些 重要 的 生物 活性 状  、 


id Sekonda 


ap 时 Tian. 个 


ae th ot ey 1 REE. ELLIO. 
NIE a ces A ees al SAE FEN Reo 
apne ie De Rais) ie EERE! A 
SN UR Se Tei Sa RANT Bae PS 
2G—SH==G—S—S—G + Cane 
杆菌 肽 $ _， 这 是 二 个 从 细菌 Becillus bre ~~ 
自 速 旧 Fr pe 


vie Bao bk, B— a Be 
ETE ,名 
GENE D-RA RE A. aie ny 
Be SEE 类 


is ei 

oh apa i fal WR Eevee! SCE 
a . 

i at hia tt fe C ebeer “4 


| 
L-Orn L-Leu 


| KG 
L-Vol D-Phe 
ik tes 4 
催产 素 这 个 肽 是 一 个 激素 ， 由 垂体 后 
Cys—Tyr—tle 叶 合 成 ， 能 引起 肉 性 哺乳 动物 的 
‘ 子宫 收缩 和 促进 排 乳 作用 
| 
Cys—Asp( NH,)—Glu (NH,) 
Pro—Leu—Gly( NH, ) 
imine 这 是 垂体 后 叶 合 成 的 另 一 个 激 
Cys—Tyr—Phe 素 , 它 的 结构 与 催产 素 相 做。 它 
引起 血压 上 升 和 使 肾脏 储 留 尿 
S 


| 
Cys 一 Asp(NH2) 一 Glu (NH,) 
Pro—Arg—Gly (NH,) 


虽然 有 一些 肽 具有 特殊 的 生物 功能 〈 表 5.4)。 但 许多 处 
于 游离 状态 的 肽 可 能 是 蛋白 质 周转 中 的 中 间 产 物 。 


。135 。 


Zam 


比较 高 等 的 动物 一 定 要 摄取 足够 的 蛋白 质 ， 因 为 只 有 此 
命 的 简单 形式 才能 吸取 其 它 氨 源 来 合成 它 的 蛋白 质 。 在 身体 
的 所 有 组 织 中 都 有 蛋白 质 的 存在 。 细 胞 结构 的 大 部 分 都 由 蛋 
白质 构成 ”另外 , 有 一 些 蛋白 质 有 特殊 的 生理 作用 。 存在 于 
活 组 织 中 的 蛋白 质数 目 和 种 类 是 非常 多 的 ， 故 只 能 简要 地 考 


HEIL ARS 


膜 ”所 有 的 细胞 和 细胞 器 的 膜 都 含有 与 脂 结合 的 蛋白 
质 。 脂 蛋白 膜 作为 一 个 选择 性 渗透 屏障 ,与 物质 在 细胞 和 它 _ 
的 间隙 内 外 的 运送 有 关 。 有 一 些 酶 , 包括 与 大 分 子 的 生物 合 
成 和 外 源 性 化 合 物 的 解毒 有 关 的 酶 ， 也 是 一 些 组 织 的 细胞 膜 
的 一 部 分 。 陀 蛋 白 也 包括 与 细胞 的 运送 功能 有 关 的 裁 体 分 
ee 

DRE GK HeeAShRAR, SHA 
殊 的 生物 功能 。 例 如 ,血浆 清 蛋白 既 作 为 一 种 蛋白 质 储备 , 亦 
对 维持 血浆 酸碱度 和 渗透 压 起 非常 重要 的 作用 。 它 也 能 运送 
血液 里 各 种 化 合 物 。c- 和 8- 球 蛋白 与 脂 类 的 运送 有 关 ; 7- 球 
蛋白 与 抗体 有 关 。 纤维 蛋白 原 是 一 种 可 溶性 蛋白 质 , 在 血液 
凝固 时 , 它 转 变 成 不 溶性 的 纤维 蛋白 。 

激素 若干 蛋白 质 有 激素 性 质 。 由 胰 肚 的 P 细胞 分 这 
的 胰岛 素 通 过 降低 血糖 来 控制 糖 代谢 ， 而 由 c 细胞 分 泌 的 胰 “ 
增 血糖 素 能 增加 血糖 。 促 胃酸 激素 能 刺激 胃酸 分 泌 。 甲 状 旁 
逐 激 素 能 调节 钙 和 磷 的 代谢 。 

国 。“ 所 有 的 酶 都 是 蛋白 质 ， 这 些 生物 催化 剂 的 重要 性 
和 广泛 存在 是 众所周知 的 。 它 们 的 高 度 特异 性 和 催化 活性 归 


之 于 与 底 物 相 结合 的 酶 的 氨基 酸 在 空间 的 合适 排列 。 有 目前 已 


通过 化 学 和 物理 方法 阐明 了 许多 低 分 子 量 酶 ， 例 如 ,核糖 核 
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又 酶 和 溶菌 酶 的 结构 ,并 识别 出 与 底 物 相 结 合 的 氨基 酸 来 。 


oe 4: DB 验 
氨基 酸 的 一 般 性 质 
实验 5.1 氨基 酸 的 溶解 度 
材料 ” 100 
1. 盐 酸 (0.1 克 分 子 / 升 ) 7 1 升 
2. 氧 氧化 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 1 升 
3. 乙 醇 1 升 
4.805 1 Ft 


0; AIRC H BE SR HUM) 每 种 50 3 
ROC 3 
| PE LWNAEBEK. BBR. OR. CRA BO 
度 ,解释 结果 。 
实验 5.2 t= 
”原理 
a= (en 酮 水 化 物 ) 是 一 个 强 氧化 剂 、 在 pH4—8 
之 间 , 与 所 有 的 c- 氨 基 酸 反应 ,产生 一 个 紫色 化 合 物 , 一 级 胺 
和 和 氨 也 与 曹 三 酮 反应 ,但 不 释放 CO,, WAM (HARA 
且 氢 酸 ) 亦 与 曹 三 酮 反应 ， 但 这 种 情况 下 产物 不 是 通常 的 紫色 
化 合 物 ,而 是 黄色 化 合 物 。 
该 反应 很 灵敏 ， 用 来 检查 层 析 谱 上 的 氨基 酸 和 定量 测定 
柱 层 析 分 离 的 氨基 酸 是 理想 的 。 


@) CO OH NH, 


| C + R—C—COOH 
V’\co% “ox | 
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Siz ehh EF SS A et tn wee ,1， 
ome ES BTL 
OH 


co 
nn 
个 C ©. AgcHO + CO; + NH, 


BRAKS =e : 
Gi) | C + NH, + eae See 
00% Nco” “uy Ho ”Co 
ft) BRBKAG=M | » a=” 


KI JW JO. (Or 
全 | (| CH—N=C | [+ 3H,0 
\co% \co% 


RPMS (SSR, 109 
1. 氨基酸 (甘氨酸 , 栈 氨 酸 和 色 氨 酸 各 1L 克 / 升 ) 250 BH 
亲本 本 条 kK Sa ee 00 ETT 
置 1ST RARARE-—NABE, i pH 接近 中 性 ， 加 
5 HES AA KA 2 分钟， 对 甘氨酸 溶 祖 的 系列 稀释 该 进 
行 此 试验 ， 直到 产生 阴 竹 结果 来 测定 反应 灵敏 度 的 限度 
a B53) pees 
os DES fll) SAS 
8 ACE NIE SIR fee me 
丛生 物 。 和 


Ti EES It | 
站 rrr. RB. fARNAR AR 
各 工 克 / 升 ) 100 毫升 
2. 酚 (1 克 / 升 ) .Er 100 毫升 
3. 硝酸 ( 浓 joo 500 ZF 
4. BAC C10 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
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方法 

加 等 体积 的 浓 硝 酸 到 大 约 0.5 毫升 氨基 酸 溶液 中 , OH, 
观察 颜色 变化 ,加 足 量 的 NaOH 使 溶液 旦 强 碱 性 。 黄 色 的 酸 
性 溶液 加 碱 后 转变 成 亮 栖 色 为 阳性 结果 。 用 酚 溶液 重复 这 一 
试验 。 入 丙 氨 酸 溶液 应 产生 阴性 的 或 弱 阳 性 的 反应 。 

实验 5.4 KE (Millon) 氏 反应 

原理 

含有 次 葵 基 的 化 合 物 与 米 隆 氏 试剂 反应 形成 红色 复合 
物 。 只 有 栈 氨 酸 和 它 的 衍生 物 是 酚 氨 基 酸 , 仅仅 这 些 氨基 酸 
才 给 出 阳性 反应 。 原始 的 米 隆 氏 试 剂 是 50% v/v 硝酸 配制 
的 硝酸 冬 溶液 ,但 现在 用 的 米 隆 氏 试 剂 成 分 有 所 改变 , 受 无 机 
盐 的 干扰 较 少 。 


材料 100 
1. 氮 基 酸 (甘氨酸 \ 栈 氨 酸 和 茶 丙 氨 酸 各 15/1 

升 ) 200 毫升 
2. 米 隆 氏 试剂 〈 用 15% v/v 硫酸 配制 的 硫酸 

ABM, 150: 克 / 升 ) . 200 毫升 
3. 酚 (1 克 / 升 ) 200 Ft 
4. 亚 硝酸 钠 (10 克 / 升 ) 200 毫升 
5 .沸水 浴 100 
方法 


加 5 滴 米 隆 氏 试剂 到 1 毫升 试验 溶液 中 ， 在 沸水 浴 中 加 
热 10 分 钟 ,冷却 至 室温 ,然后 加 5 滴 亚 硝酸 钠 溶 液 , 产 生 砖 红 
色 为 阳性 结果 。 

实验 5.5” 色 毛 酸 的 二 羟 醋 酸 反 应 

原理 

色 氮 酸 的 呵 唆 基 , 在 浓 硫 酸 里 与 二 羟 醋 酸 反应 产生 紫色 。 
经 过 光照 的 冰 酯 酸 里 含有 二 羟 醋 酸 。 


* 139% 


‘ 
. > > k 
a De ee - 


材料 900 党 

1. 氨基 酸 (甘氨酸 、 栈 氨 酸 和 色 氨 酸 各 高/ 升 500 毫升 

2. Bit He RAK ER | tat 

3. 浓 硫酸 这 主 江 乱 

方法 

加 2 毫升 冰 酯 酸 到 2 毫升 试验 溢 液 中 ,将 试管 斜 放 , LE 
Ebi 0A 2 毫升 浓 硫 酸 ， 使 之 与 上 面 反应 液 形成 三 个 界 
面 。 观 察 界面 处 的 颜色 变化 。 在 界面 处 形成 一 个 此 环 为 阳性 

结果 。 

实验 5.6 iF (Pauly) 试验 

原理 

重 氮 化 的 对 氨基 苯 磺 酸 与 胺 类 、 a 28 MUL Le At 
成 深 色 的 偶 氮 化 合 物 , 该 重 氮 化 合 物 只 VA EIA 所 以 ， 


EBAILH MABRABZEKHAA, 

o HN—¢_S—so,H + HNO, + HCL 一 > 
RBI | | 
crNt—€" so, + 2H,0 Sor 

重 氮 化合 物 得 


f 4n (ii) RE 


ies In ai iS an 
i ly + CI-Nt-¢ S-50,H Bia 
3 V t 2 


; | 栈 氮 酸 BRULAD 
o> CH,CH(NH,)COOH | 
. 
ff ok, > Oe ate, 
} \ J N=N—€_S-S0,H 
: 偶 氮 染料 

十 

HCl 
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材料 i AT? 100 


1. 氨基 酸 (甘氨酸 、 栈 氨 酸 、 组 氨 酸 和 色 氨 酸 各 
1 克 / 升 ) ， 500 毫升 
“2. 对 - 毛 基 葵 磺 酸 (10 克 / 升 用 1 克 分 子 / 升 
盐酸 配制 ) 500 ZF. 
3. 亚 硝酸 钠 (50 克 / 升 ) 500 毫升 
4. 碳酸 钠 (10 克 / 升 ) LP 
方法 


1 毫升 对 -氨基 茶 磺 酸 与 2 毫升 冰冷 的 试验 溶液 混合 , 加 


1 毫升 NaNO, 溶液 然后 在 低温 下 放 3 分 钟 ， 再 加 2 毫升 
Na,CO; (a YS HR AL. TERA LAY EL 


实验 5.7 AANA (Ehrlich) 试剂 
原理 
埃 尔 利 希 试 剂 与 一 系列 有 机 化 合 物 例如 呵 吧 类 、 芳 香 胺 


RAIMA MLA ORM EA ANDES Do 


材料 100 
1. 埃 尔 利 希 试剂 (用 浓 盐 酸 配制 的 对 -二 甲 基 损 

基 葵 甲醛 溶液 , 100 克 / 升 ) 1 升 
2. 氨基 酸 ( 甘 氨 酸 、 色 氮 酸 和 羟 彩 氨 酸 各 1 5c/ 

升 ) 100 毫升 
3. 尿素 (1 克 / 升 ) 100 毫升 
方法 


加 2 毫升 埃 尔 利 希 试剂 到 0.5 SHAMIM, MRAM 


色 变 化 。 


实验 5.8 ” 硝 普 盐 试 监 
原理 
斑 基 在 过 量 氨 的 存在 下 与 亚 硝 酰 铁 握 化 钠 〈NazFe(CN ) 


NO) 反应 产生 红色 。 
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1. SHAE LAR AR ARS 


138/Ft) 500 Ft | 


2. 亚 硝 酰 铁 氰 化 钠 (20 克 / 升 新 鲜 配 制 ) ”500 毫升 
| 3. BAR 500 毫升 
方法 


.0.5 毫升 新 鲜 的 亚 硝 酰 铁 所 化 钠 溶液 与 2 ari Bi HE HB 


混合 , 加 0.5 BHAA 


用 胱 氮 酸 重复 这 个 试验 ， mento aA NaCN 
(小 心 : 有 毒 , 不 要 用 嘴 吸 ) 放 置 几 分 钟 。 

实验 5.9 iO (Sakaguchi) 反应 

原理 

eA ZERO ME ALO HAL, 它 与 oR 
CF , Pi BOR AK IZ WEP HE ZT Bo 


Rs artes 
satan 
HE oY 

(CH,), 

Bests 

COCH 
1. BER HARARE 1 克 / 升 ) 500 BF 
2. WCU ZB. AWN WLR 1 克 / 升 ) ”500 REFF 
3. 尿素 (1 H/F) 500 毫升 
4. BAMA (10 克 分 子 / 升 ) 1 FF 
5. cx- 蔡 酚 (10 克 / 升 溶 于 乙醇 ) 100 毫升 


6. 涡 水 《在 通风 柜 里 加 几 滴 溴 素 到 100 毫升 水 
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HEHE). Clit: RAPE GRR) 
Ht yess 
混合 1 毫升 强 碱 与 3 毫升 氨基 酸 溶液 ， 加 两 滴 o KM. 


充分 混 匀 后 再 加 4 一 5 HK. ERMAN Rito 


二 兰 再 测定 一 系列 有 关 化 合 物 ， 看 看 产生 阳性 反应 需要 什么 


基 团 。 
HN、 ANH HN、 ANH HNN ANH EN、 Nia 
1 Le 1 1 
NH . NH _ N(CH,) Oo 
| | 
CH, bas: CH 
COOH ae 
Mae FA A . LB 尿素 
蛋白 质 的 一 般 反应 


实验 5.10 AKI WAR Rw 

原理 

碱 性 硫酸 铜 与 含有 两 个 或 两 个 以 上 肽 键 的 化 合 物 反 应 形 
成 紫色 复合 物 。 产 生 的 颜色 深度 可 以 度量 蛋白 质 里 的 肽 键 含 - 
量 。 这 个 反应 的 名 称 来 自 产 生 典 型 阳性 反应 的 化 合 物 双 缩 
ik: 

CONH, 


WHER ne 
CONH, 


这 个 反应 对 肽 键 不 是 绝对 特异 的 ， 因 为 任何 通过 氮 或 碳 
原子 把 两 个 炎 基 连接 在 一 起 的 化 合 物 都 能 产生 阳性 结果 。 

材料 100 

1. 硫酸 铜 (10 克 CuSO,-5H,0/F+) 250 Ft 
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2 . 氢 氧 化 钠 (10 克 分 子 / 升 ) eee 
3 蛋白质 ( 清 蛋白 BES SRS 5 e/ 
升 。 栈 蛋白 溶解 在 少量 碱 溶液 中 ,其 它 蛋 白 


质 用 盐水 配制 ) 500 毫升 

;1 革 谷 胱 甘 肽 (5 克 / 升 ) “500 毫升 

方法 

加 5 满 硫酸 铜 深 液 到 2 毫升 试验 溶液 中 。 再 加 2 es 

氧化 钠 ,充分 混合 ,注意 产生 的 颜色 。 

实验 5.11 ” 热 和 酸 碱 的 变性 作用 - 

材料 “Ee 100 

1. 蛋白 质 , 同 实验 5.10 | 2 Ft 

2. 盐酸 (1 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 

3. BAH (1 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 

.4. 浓 硝 酸 Bhar i: 

5. BZ | 50 

方法 


每 种 蛋白 质 溶液 各 取 5 毫升 在 试管 里 。 与 每 种 蛋白 的 三 


个 试管 中 分 别 加 入 0.5 毫升 盐酸 、0.5 毫升 氨 氧 化 钠 和 0.5 & 
升水 ,各 在 沸水 浴 中 加 热 10 分 钟 ， 然后 冷却 至 室温 。 调节 加 
酸 和 碱 的 各 管 至 中 性 。 讨 论 你 的 观察 结果 。 沿 着 含有 2 毫升 
蛋白 质 溶液 的 试管 壁 慢 慢 加 2 毫升 浓 HNO,, 使 它 形成 双 层 ， 
然后 小 心 混合 这 两 种 液体 ,记录 观察 结果 。 

实验 5.12 ”重金 属 沉淀 蛋白 质 作 用 

原理 

在 pH? 和 ?7 以 上 ,蛋白 质 通常 带 负电 荷 , 以 至 加 带 正 电 
荷 的 金属 离子 中 和 这 些 电荷 时 ,蛋白 质 就 从 溶液 中 沉淀 出 来 。 
所 以 在 中 性 至 偏 碱 性 pH 下 ,重金 属 沉淀 蛋白 质 最 有 效 。 但 溶 
液 一 定 不 能 太 碱 ,否则 金属 氢 氧 化 物 有 被 沉淀 出 来 的 危险 。 
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”和 在 重金 属 离 子 过 量 的 溶液 里 ,此 沉淀 常常 是 可 溶 的 ,因为 
过 量 的 离子 能 给 予 颗粒 起 稳定 作用 的 阳 电荷 。 


材 炎 二， ， 100 
_ 工 .蛋白 质 , 同 实验 5.10 500 毫升 
-1 2. 重金属 (硫酸 铜 、 栈 酸 铅 和 硝酸 汞 各 0.1 克 分 
FI) 25 
方法 


WLS BARS 2 毫升 蛋白 质 溶液 中 ， 当 加 过 量 的 
试剂 时 ,发 生 什么 情况 ? | 
实验 5.13 ” 酸 试 剂 沉淀 蛋白 质 作用 
原理 
所 谓 酸 试剂 是 带 有 大 量 的 负电 荷 的 酸 ， 它 能 中 和 带 正 电 
荷 的 蛋白 质 形成 不 溶性 的 盐 。 在 酸性 pH 值 下 , 蛋白 质 带 正 
电荷 ,此 时 酸 试 剂 最 有 效 。 
材料 100 
1. 蛋白 质 , 同 实验 5.10 500 毫升 
2. Bid] (20% W/V WHE KG, 饱和 的 
苦味 酸 ，10% W/V BRA 20% W/V = 
ABB) 0 
方法 | 
加 5 滴 酸 试剂 到 1 一 2 毫升 的 蛋白 质 溶液 中 。 加 过 量 的 
RHP EA RR 慢 慢 滴 加 稀 碱 ,观察 随 pH 增加 产生 的 变 
化 。 


测定, 方法 


实验 5.14 “用 部 三 酮 反应 定量 测定 氨基 酸 
原理 
草 三 酮 反应 的 化 学 机 制 前 面 已 经 提 到 过 。 定 性 的 试验 方 
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‘ex a. 2 


法 可 以 改变 成 为 定量 的 测定 方法 。 不 是 所 有 的 氨基 酸 都 能 精 
确 地 产生 相同 密度 的 颜色 ,在 计算 时 ,必须 考虑 到 这 一 点 。 亚 
氨基 酸 ( 膊 氨 酸 和 产 月 氨 酸 ) 产 生 黄色 ， 所 以 在 440 毫 微米 读 


数 。 BiB - 
材料 i :90 
1. 氮 基 酸 ( 天 冬 氢 酸 、 精 氨 酸 、 亮 氨 酸 和 及 氮 酸 
各 0.1 毫克 分 子 / 升 ) iiL 乔 
2. 栈 酸 缓冲 液 (4 克 分 子 / 升 pH5.5) 500 毫升 
3. CAs AR 1 Ft 
4. CBF (50% 体积 /体积 ) tle. Meta 


5. B= AA IAH (0.835 2k A ef = AWAD 0.12 a 
型 水 合 曹 三 酮 溶 于 30 毫升 乙 二 醇 甲 配 中 ,加 
LOBE Ft BP Se HE, 新 鲜 配 制 , 装 于 棕色 瓶 中 ) 
方法 
吸 2 毫升 氨基 酸 溶液 到 试管 里 ， 然 后 加 2 毫升 缓冲 的 草 
SHAH, BAKA HMR 15 5 分 钟 ， 冷却 至 室温 。 加 3 毫升 
50% 乙醇 ,10 分 钟 后 ， 在 波长 多 0 毫 微米 (或 440 毫 微米 ) 下 
读 消 光 。 Ra + ele am 


颜色 强度 。 
实验 5.15” 双 缩 腺 法 
1. 标准 蛋白 质 溶液 (5 毫克 清 蛋 白 / 毫 升 ) 新 鲜 制 :- 
备 1 Ft 


2. 双 缩 腺 试剂 (3 克 硫 酸 铜 (CuSO,-5H,0) 和 
9 FGA TF 500 毫升 , 0.2 BOTA 
氧化 钠 / 升 溶液 里 ,加 5 克 碘 化 钾 , 最 后 用 0.2 
克 分 子 氢 氧 化 钠 / 升 溶液 配制 1 升 ) 2 升 
.37sC TIE =f 
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Ww 


Lei x ee oY E | 

加 3 毫升 双 缩 脲 试剂 到 2 毫升 蛋白 质 溶液 里 ， 混 合 ， 保 
温 37°C 10 分 钟 ;冷却 后 , 在 540 毫 微米 波长 下 读 消 光 ,， 用 不 
同 浓 度 的 清 蛋白 对 消光 作 图 ， 所 得 标准 曲线 将 为 其 它 实验 使 
用 。 

实验 5.16 Folin-Lowry 法 测定 蛋白 质 浓度 〈 福 林 - 酚 试 
剂 法 ) 

原理 

蛋 自 质 与 Folin-Ciocalteu 试剂 反应 ， 产 生 有 色 的 复合 
物 ; 形 成 颜色 的 原理 与 双 缩 腺 试验 中 一 样 , 是 由 于 碱 性 铜 与 蛋 
白质 反应 以 及 蛋白 质 里 的 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 还 原 磷 钼 酸 盐 。 颜 
色 的 强度 取决 于 蛋白 质 里 这 些 芳 香 族 氨基 酸 的 含量 ， 所 以 不 


同 蛋白 质 的 颜色 强度 不 同 。 
材料 100 
碱 性 碳酸 钠 溶液 (20 克 Na,CO;/ Ft, FA 0.1 克 
分 子 NaOH/ 升 配制 ) 3 升 


2. 硫酸 铜 -酒石酸 钾 钠 溶液 (5 SE CuSO4 5H2O/ 
升 , 用 10 克 酒 石 酸 钾 钠 / 升 的 盗 液 配制 ) 混 合 
母液 新 鲜 制 备 3 升 
3， 碱 性 溶液 ”混合 50 毫升 (1) 和 ?7 毫升 (2)， 
当天 配制 
4. Folin-Ciocalteu 试剂 (用 等 体积 水 稀释 商品 试 
剂 , 当天 配制 。 这 是 钨 酸 钠 和 钼 酸 钠 用 磷酸 
“和 盐酸 配制 的 一 种 溢 液 ) 
5. PME SS A VE HK (0.2 毫克 清 蛋白 /毫升 ) 1 Ft 
方法 
加 5 毫升 ` 碱 性 溶液 "到 1 毫升 试验 溶液 里 ,充分 混合 , 室 
ims 10 分 钟 或 更 长 。 加 0.5 毫升 稀释 的 .Folin-Clocalteau jx ， 
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人 
站 o DX 


or 


人 
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Os a, bee 


a a ee ee 


c™ 


剂 ， 立 即 混合 , 30 分 钟 后 ， 对 空白 在 750 毫 微米 波长 下 读 消 
光 , 按 所 作 的 标准 曲线 ,确定 未 知 溶液 的 蛋白 质 浓度 。” 
”实验 5.17 蛋白质 和 氨基 酸 的 紫外 吸收 

原理 | | | 
在 210 毫 微米 波长 下 的 吸收 。 在 230 毫 微米 波长 以 下 ，， 
蛋白 质 溶液 的 消光 急剧 上 升 ,在 波长 190 毫 微米 达到 最 大 。 这 
主要 是 肽 键 所 致 。 实践 中 在 210 毫 微米 波长 以 下 测定 消光 ，” 
因为 大 多 数 蛋 白质 的 比 消光 系数 ES, 在 此 波长 下 都 是 200 撕 
右 。 由 于 肤 键 的 含量 相似 ,所 以 全 部 蛋白 质 有 相似 的 比 吸 收 。. 
有 一 些 化 合 物 , 例 如 羧 酸 类 、 缓 冲 离子 \ 醇 类 、 碳 酸 氧 盐 和 芳香 
族 化 合 物 , 在 这 个 波长 范围 也 有 吸收 ,所 以 要 小 心 解 释 实验 结 
果 。 | 

在 280 毫 微米 波长 下 的 吸收 。 BRAMMER ERK 
275 MAAN 280 毫 微米 下 有 吸收 ， 所 以 含有 这 些 氨 基 酸 的 
蛋白 质 在 这 个 波长 范围 内 也 有 吸收 , 比 消 光 系 数 ERS paces 
氨基 酸 在 各 个 蛋白 质 里 的 多 寡 而 变化 ， 实 际 上 所 得 到 的 值 从 
6 到 60, 但 许多 蛋白 质 接近 10， 当 光 径 是 工 厘 米 时 ， 在 波长 
280 毫 微米 下 , 1 毫克 蛋白 /毫升 得 到 消光 天 约 7。 这 个 方法 
的 缺点 是 ， 许 多 其 它 化 合 物 在 这 波长 范围 内 也 有 了 吸收， 特别 
是 核酸 , 它 的 吸收 峰 在 波长 260 毫 微米 。 纯 蛋 自 质 在 波长 280 
毫 微米 和 260 毫 微米 下 的 吸收 比值 是 1.8 左 寿 , 而 核酸 是 
B36 

材料 10 

1. 蛋白 质 ( 清 蛋 白 和 酷 蛋 白 , 5 H/F) 50 Ft 

2. FEM (0.1 毫克 分 子 酷 氨 酸 、 色 氮 酸 和 苯 - 

丙 氨 酸 ， 分 别 溶 于 1 升水 中 ,用 10 毫克 分 子 
HCI/ 升 或 10 毫克 分 子 NaOH/ 升 调 pH B7) 50 毫升， 

3. 紫外 分 光 光 度 计 5 
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方法 ae 

在 波长 190 一 400 SKA A, EERIE LA DR 
收 光谱 曲线 。 靠 近 短 波 端 ,蛋白 质 溶液 必须 稀释 200 倍 左右 。 
在 波长 280 毫 微米 下 ,什么 氨基 酸 有 最 强 吸 收 ? 

实验 5.18 各 种 蛋白 质 测 定 方法 的 比较 

用 清 蛋 白 、 酷 蛋白 ,白明 胶 和 溶菌 酶 作 参 考 蛋 白 来 研究 所 
有 五 种 测定 蛋白 质 的 方法 ,研究 这 些 方法 的 颜色 稳定 性 \ 重 复 
性 灵敏 度 并 简 述 这 些 方法 的 优 缺 点 。 

实验 5.19 氨基酸 的 滴定 曲线 

原理 

第 二 章 已 经 讨论 了 在 酸 - 碱 滴定 时 的 一 般 注 意 点 和 从 沉 
定 曲 线 计 算 PK 值 的 方法 ,本 章 早 先 也 讨论 过 蛋白 质 的 酸 - 碱 
性 质 。 


材料 10 
1. 盐酸 (100 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
2. RAC (100 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
3 AER HAR BARN MARS 100 毫克 
SF/Tt3 OAR 50 毫克 分 子 / 升 ) 

4. pH 计 5 
5. 滴定 管 (10 毫升 ) 10 
方法 


_ 10 SFP RAMA ME) 100 毫升 烧杯 中 ， 校 正 pH 计 ， 
测定 溶液 的 pH 值 。 用 滴定 管 滴 加 小 量 100 毫克 分 子 HCl/ 
FER ,每 加 一 次 ,测定 一 次 pH 值 , 连 续 加 酸 直 到 pH 值 下 降 
至 1.3 左 右 , 用 蒸馏 水 冲洗 电极 ,再 校正 pH it, FA 100 毫克 分 
子 NaOH/ 升 咨 液 10 毫升 滴 定 至 PH12.5。 

从 得 到 的 曲线 测 出 PK 值 ,并 同 下 面 列 出 的 数值 比较 。 从 
得 到 的 数据 计算 等 离子 点 。 
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实验 5.20 ” 丙 氨 酸 的 甲醛 滴定 
原理 
甲醛 与 氨基 〈 一 NH2) Fe RTP A, 


—NH, + HCHO —> —NH(CH,OH), 
—NH(CH,0H) + HCHO 一 > —N(CH,OH), 

甲醛 不 与 带电 从 的 氮 基 (—NHF) 起 反应 。 加 甲醛 的 作 
用 是 使 氨基 的 PK 移 至 较 低 的 pH 值 。 所 以 , AAAI 
一 个 氨基 酸 的 终点 时 pH 也 随 之 降低 了 ,这 样 就 能 用 酚 栈 作为 
指示 终点 的 指示 剂 。 Kit, 氮 基 酸 是 以 兼 性 离子 的 形式 存 
在 的 。 如 果 所 基 酸 主要 是 以 不 带电 荷 的 形式 存在 的 话 , 那么 
加 甲醛 之 后 ， 滴 定 曲 线 的 酸性 部 分 应 发 生变 化 ， 和 
性 部 分 。 实 际 情况 恰好 相反 。 


NEHH NH, 
hs Bt + OH = 一 ee + H;O 
i i 
兼 性 离子 形式 


NH, ‘NHt 
<< hein +Ht = 2 LéLooon 
上 上 
不 带电 荷 形式 
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材料 10 


1. 盐酸 (100 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
2. BACH (100 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
3. ARM (100 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
4. 甲醛 水 溶液 (用 稀 氢 氧 化 钠 预 先 中 和 ) 50 毫升 
5. 滴定 管 10 毫升 5 
方法 


” 按 前 述 , 测 定 丙 氨 酸 的 滴定 曲线 ， 然后 加 1 工 毫 升 甲醛 水 溶 
液 到 10 毫升 丙 氮 酸 溶液 里 ， FHP 0 画 出 滴定 曲线 ， 两 者 进 
em | 

”用 甲醛 处 理 后 pK 发 生 什么 改变 ,为 什么 ? 讨论 什么 是 甲 
醛 滴定 的 最 好 的 起 始 和 终止 pHo 


蛋 日 质 的 分 离 
蛋白 质 的 分 离 使 用 一 些 物 理 技术 ， 这 些 技术 的 原理 本 章 
前 面 已 经 考虑 过 。 
在 分 离 方法 一 章 里 ， 选 用 的 实例 中 ， 许 多 是 有 关 蛋 日 质 
的 ,其 实验 细节 乃 适 用 于 本 章 。 
实验 5.21 BAER AK ah BA RE 
原理 
清 蛋 白 类 例如 蛋清 里 的 卵 清 蛋白 、 血清 清 蛋 白 和 乳 里 的 
乳 请 蛋白 很 容易 溶 于 蒸馏 水 和 黎 盐 溶液 。 球 蛋白 也 能 溶 于 盐 
盗 沪 , 但 不 党 于 蒸馏 水 。 这 是 早先 把 蛋白 质 分 成 清 蛋 白 类 和 
球 蛋 白 类 的 依据 。 
50 多 饱和 的 硫酸 贸 能 使 球 蛋白 从 溶液 里 沉淀 出 来 。 只 有 
Sem pH 接近 于 其 等 电 点 时 ， 请 蛋 日 才能 为 物 和 硫酸 詹 况 
BE tH Ko 
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材料 全 ee 


1. 酷 酸 纤维 素 薄 艳 电泳 所 用 的 试 州 和 装置 ( 实 
验 3.15) 次 
2. BULB (0.15 克 分 子 / 升 ) 200 BF 


3. FAR SEWRIEAD Folin-Lowry 法 测定 蛋白 质 所 
需要 的 试剂 (实验 5.15 和 5.16) 
4. 紫外 分 光 光 度 计 it 


5. 鸡蛋 | Rebate 12 
6. 牛奶 AER 


7. Sia BES eC 767 FERRARA 1 升水 中 ) 1 Ft 

8. 标准 蛋白 质 ( 牛 血清 清 蛋白 和 >- 球 蛋白 ) 9 一 

方法 

清 蛋白 和 球 蛋 白 的 分 离 。 打 碎 鸡 蛋 、 分 去 蛋黄 。 把 蛋清 
放 到 含 200 毫升 蒸馏 水 的 烧杯 中 , 轻 轻 搅拌 , 球 蛋 白 作为 沉淀 
析出 ， 而 清 蛋 白 留 在 溶液 中 。 将 此 悬 液 3000g 离心 10 分 钟 ， 
到 沉 演 溶 于 最 小 体积 的 盐水 溶 该 里 。 保 存 这 两 部 分 直到 需要 
用 时 。 

离心 除去 牛奶 里 的 脂肪 。 在 搅拌 下 慢 慢 加 等 体积 包 和 了 硫 


Bev, 分 出 清 蛋白 溶液 。 球 重 白 沉淀 则 溶 于 最 小 量 盐水 


溶液 里 。 
肥 和 白质 的 测定 FAN Se Wik EA Polina 法 测定 从 
蛋清 里 分 出 的 清 蛋白 和 球 蛋 白 部 分 的 蛋白 质 含量 。 用 清 蛋 凶 
和 7- 球 蛋白 作 标准 ,比较 用 这 些 方法 得 到 的 各 部 分 蛋白 质 的 
比例 ,讨论 结果 。 
有 硫酸 铵 时 用 比 色 法 测定 蛋白 质 是 不 合适 的 ,所 以 ;牛奶 
里 的 蛋白 质 要 用 280 毫 微米 波长 吸收 法 测定 。 用 清 蛋 白 和 
7- 球 蛋白 作 标 准 ,比较 所 得 到 的 结果 。 
清 蛋 白 和 球 有 蛋白 的 电泳 ”检查 在 栈 酸 纤维 素 薄膜 上 电 
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= a ed 
， 泳 后 得 到 的 图 谱 , 比 较 蛋 白质 的 分 布 情况 。 
”实验 5.22 从 牛奶 里 分 离 酷 蛋 昌 
”原理 
， 酷 蛋白 是 牛奶 的 主要 蛋白 质 ， 它 的 浓度 大 uy 35 克 / 升 。 
实际 土 栈 蛋 白 是 含 癸 蛋 白质 的 复杂 混合 物 而 不 是 单一 化 合 
物 。 
大 多 数 蛋 白质 等 电 点 时 溶解 度 最 小 。 利用 这 一 点 ， 把 
牛奶 的 pH 调 到 栈 蛋 白 的 等 电 上 点 4.8 KORRES BE 
白 也 不 咨 于 乙醇 ， 利 用 这 种 性 质 从 制品 里 去 除 不 需要 的 脂 
质 。 


材料 10 
1. 牛奶 | 
2. HEPA AR hy (0.2 克 分 子 / 升 pH4.6) 1 Ft 
3. CB (95 % 体积 /体积 ) 500 Ft 
4.: 乙醚 (小 心 : 极 易 燃 ) 500 Ft 
5. 100°C 的 温度 计 3 
6. 纱布 a 
7. 7 Be dab eA | 5 
ith 


取 和 牛奶 100 毫升 置 于 500 毫升 烧杯 里 ， 加 热 至 40sC， 在 
搅拌 下 ， 慢 慢 滴 加 100 毫升 预 热 的 酷 酸 缓冲 被 -混合 物 的 最 
后 pH 应 是 4.8, 用 pH 计 检 验 它 。 让 悬 滚 冷却 至 室温 , 静 置 5 分 
Mae Awe. 用 少量 的 水 洗涤 沉淀 几 次 , 然后 把 沉淀 县 
秀 于 30 毫升 乙醇 里 , 用 布 氏 漏 斗 沽 出 不 盗 物 , 用 乙醇 和 乙醚 
的 等 体积 混合 沪 洗 沉 证 两 次 。 最 后 , 用 50 毫升 乙醚 洗涤 、 抽 
干 。 将 干粉 铺 在 表 玻 下 上 让 乙醚 挥发 掉 。 称 重 , 并 计算 百 分 
产量 。 理论 值 : 每 100 毫升 牛奶 含 35 克 栈 蛋白。 

实验 5.23 ”细胞 色素 的 制备 和 性 质 
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Fd = SAB ll HEY tok eae MOE PO. 
但 细胞 色素 仍 保留 在 溶液 里 。 在 三 氧 栈 酸 抽 提 液 里 加 类 硫 
Be, MASA. Mea CEA sce PR BA 
液 用 三 氧 醋 酸 进一步 酸化 后 ,细胞 色素 “ 也 沉淀 下 来 ;此 制剂 
在 透析 后 进行 鉴定 。 

材料 尖 :30 

1. HOME SIME LAR) 二 有 5 公斤 

2. 大 绞 碎 机 ARSE BE 
3. 纱布 : 一 


4. AACA HK (100 克 / 升 ) 500 毫升 
5. Wie & | | 
6. 三 氯 酷 酸 (200 克 / 升 ) 500 毫升 
7. 三 氯 醋酸 (0.145 克 分 子 / 升 ) MS 6 FH 
8. THA tit Be FRA | SALT 
9. 透析 袋 GE 一 
10. pH it 全 
— 11. 分 关 光 度 计 5 
12. 热 碎 机 5 
13. RACH (10 毫克 分 子 / 升 ) 50 毫升 
”14. 连 二 亚硫酸钠 饱和 液 和 
方法 


心脏 除去 脂 质 , 称 重 。 将 1 公开 心脏 切 成 小 块 ， Ce HEEL 
中 加 1 Fr 0.145 克 分 子 / 升 三 氧 栈 酸 溶 液 后 绞 碎 。 Iba 
在 室温 中 静 置 3 小 时 ,纱布 过 滤 。 用 100 克 氢 氧化 钠 / 升 溶液 
WAGED pH B73, BREAN, ER PRRMAK 
Pe (500 克 / 升 )。 FA WRBAITIE. FE PASH ER, 
BAR. TERME FIA RK (50 克 / 升 为 然后 在 冰箱 墨 放置 ， 
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TY fw ee, 
2. 
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tk. 次 上 日， 去 除 溶液 里 所 有 的 沉淀 。 每 升 加 25 毫升 三 氧 
醋酸 (200 克 / 升 ) 沉 淀 细胞 色素 ,快速 离心 (3000gX15 分 ) 
分 出 细胞 色素 “， 将 得 到 的 薛 红 色 沉 淀 再 悬浮 在 饱和 硫酸 匀 
. 溶液 里 (150 毫升 /公斤 原材料 )。 悬 浮 液 装 人 透析 袋 里 对 水 透 

析 4 小 时 ,离心 去 除 少量 深 棕 色 沉 淀 。 清 液 于 一 15%C RES 
用 。 此 溶液 可 直接 用 于 细胞 色素 的 鉴定 ， 也 可 以 加 4 倍 体积 
的 冷 丙 酮 把 细胞 色素 沉淀 下 来 。 透析 去 掉 硫 酸 铵 ,再 冷冻 
干燥 ,就 得 到 更 好 的 产品 。 

记录 最 后 细胞 色素 溶液 (2) 的 体积 。 

分 光 光度 法 标定 ”上面 得 到 的 溶液 是 氧化 型 和 还 原型 
细胞 色素 “ 的 混合 物 。 用 铁 氰 化 物 氧化 一 份 样品 , 用 连 二 亚 

硫酸 盐 还 原 另 一 份 样品 ， 分 别 记录 它们 在 550 毫 微米 波长 下 
的 消光 5 难 已 知 的 还 原型 和 氧化 型 转变 成 还 原型 或 从 还 原型 
转变 成 氧化 型 时 能 呈现 相同 的 光谱 移动 。 
550 毫 微米 波长 下 的 克 分 子 消光 系数 : 

氧化 型 ,所 = 0.9 X 104 (1 克 分 子 -: 理 米 -9) 

还 原型 ,ko = 2.77 X 104 (1 HFK) 

这 表示 ， 浓 度 为 1 克 分 子 / 升 或 1 毫克 分 子 / 毫 升 的 氧化 
型 细胞 色素 溶液 光 径 为 1 理 米 时 消光 为 0.9 x 104, | 

和 氧化 型 ，， 制 备 下 列 溶液 ;用 铁 氰 酸 盐 及 缓冲 液 作 空白 
在 550 毫 微米 波长 下 读 消 光 了 i， 


km & 毫升 
磷酸 钠 缓 冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ?pH7Z.4) 1.9 
细胞 色素 < 制剂 (适度 稀释 ) 1.0 
MACH (0.01 克 分 子 / 升 ) 0.1 


还 原型 ”制备 下 列 混 合 物 用 二 亚 硫 酸 盐 及 缓冲 液 作 空 
自 读 消光 了 
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成 “ 份 | 
“二 磷酸 钠 缓冲 波 (0.1 克 分 子 /和 天，pH7.47 | 1.9 
细胞 色素 制剂 1.0 
= Wh EAA | 0-1 


用 得 到 的 数据 计算 细胞 色素 的 浓度 (毫克 /毫升 )o。 MLL 
色 杯 里 的 溶液 总 体积 是 3 毫升 时 , 则 此 值 乘 3, 注意 这 是 工 这 
升 称 释 前 的 制剂 里 细胞 色素 “ 的 量 。 所 以 细胞 色素 “ 的 产量 
CER» Y) 是 : 

y = (Ei/ks) x 分 子 量 x 3 X 稀 释 倍数 x Y 毫克 
和 et 
y = (E,/k.) X 分 子 量 x 3 X 稀 释 倍 数 X VSR 
最 后 的 结果 用 每 公斤 心脏 含 多 少 毫克 细胞 色素 < 表示。 
假如 产物 比较 纯 ， 则 用 氧化 型 和 还 原型 计算 出 来 的 结果 应 是 
相同 的 。 做 为 最 后 的 纯度 检查 手段 ,用 上 述 的 标准 方法 之 一 
测定 蛋白 质 的 总 含量 。 

豚 收 光谱 ”做 出 氧化 型 和 还 原型 细胞 色素 “ 的 吸收 光 
谱 , 测 出 在 可 见 光 区 域 的 最 高 吸收 峰 。 

氧化 型 的 最 高 吸收 峰 :。 408 毫 微米 和 530 BACK 
还 原型 的 最 高 吸收 峰 :。 415 毫 微米 、520 毫 微米 和 550 
毫 微米 。 人 
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”的 氨基 酸 的 肽 键 s 此 C 末端 氨基 酸 释 放出 来 后 ,使 一 个 新 的 C 
未 端 残 基 暴 露出 来 , 后 者 转 而 又 被 该 酶 打 断 。 所 以 这 样 就 能 
| 测定 C 末端 氨基 酸 及 与 它 邻 近 的 若干 氨基 酸 的 序列 。 本 实验 
| 里 , 羧 拓 酶 A 分 别 与 几 种 蛋白 质 一 起 保温 , 在 消化 期 间 , 取出 
一些 标 本 ,再 用 纸 层 析 法 鉴定 消化 液 中 的 氨基 酸 。 
材料 10 
1. Tris-HCl 缓冲 液 (25 毫克 分 子 / 升 pH7.5) 50 2F 
2. 蛋白 质 溶液 〈 溶 菌 酶 和 核糖 核酸 酶 10 毫克 / 


ZH WTA) 10 BF 
3. RAMA B/S KARE) 10 毫升 
4.37 KE de 
5. 微量 吸管 《50 微 升 ) 10 
6. 氮 基 酸 纸 层 析 装 置 (实验 3.11) 
7. 三 氯 酷 酸 〈100 5a/F+) 50 毫升 
方法 


在 0.5 毫升 蛋白 质 溶液 里 加 入 0.5 ZHRAB A 充分 混 
匀 ,37sC 水 浴 保 刘 ,在 不 同时 间 (0,10,20,30 和 60 分) 吸出 0.2 
毫升 样品 ， 与 0.2 BF 10% (W/V) =ARRARIRG, | 
心 除去 沉淀 , 取 50 微 升 上 清点 在 Whatman 1 号 层 析 纸 上 。 层 
析 分 离 后 鉴定 水 解 荒 中 的 氮 基 酸 (CSE 3.11), 画 出 氮 基 酸 出 
现 的 数目 与 时 间 的 关系 图 用 丁 醇 /乙酸 /水 作 溶 剂 , 选 用 少数 
几 种 氨基酸 ( 丙 氨 酸 、 精 氨 酸 、 亮 氮 酸 、 丝 氨 酸 和 缚 氮 酸 ) 作 标 
YEO MEAD BS ,以 缩短 实验 时 间 。 

实验 5.25 ” 某 些 蛋白 质 的 游离 氨基 站 的 测定 

上 原理: 

N 末 端 氨基 酸 能 用 1- 氟 -2. 4- 二 硝 基 茶 (Sanger's 试剂 ) 
来 鉴定 。 这 种 试剂 在 稍 碱 性 的 溶液 里 与 肽 链 末 端的 游离 氨基 
起 反应 。 
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O.N—-€ Y-F + H-NH—R 一 ON DWAR * + HF 

BEE . 蛋白 质 —WEESEO 


蛋白 质 用 酸 水 解 时 ，DNP- 氨 基 酸 不 被 水 解 所 以 未 端 氨 - 
基 酸 仍 为 DNP 所 标记 。 水 解 之 后 ,黄色 的 DNP- 氮 基 酸 可 
用 层 析 法 鉴定 之 。 二 硝 基 氟 茶 在 中 性 至 碱 性 pHE 下 , BSR 
基 酸 上 的 游离 氨基 咪唑 基 和 酚 基 反应 ,产生 相应 的 :DNP- 衍 
生物 。 但 是 , 这 些 非 极 性 的 DNP- 氮 基 酸 很 容易 用 醚 从 酸 水 
解 物 中 抽 提 出 来 ， 而 带电 荷 的 Saba M cic sp op 


ES 相 里 。 
iS 材料 ~ 100 
a 1. 蛋白 质 (血红 蛋白 \ 溶 菌 苦 和 核糖 核酸 酶 ) 355 
¥ 0 se eae 
4 3. 盐酸 ( 浓 ) 500 毫升 
7 4. 醚 (无 过 氧化 物 ) ee 
z 5. 1- 氟 -2. 4 二 硝 基 葵 (5% BURR, OF 
ee CRB): 灼伤 皮肤 ) sé 
站 6. 盐酸 (6 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
7. 栈 酸 钠 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ，pH46) FE 
8. 层 析 装置 人 
上 9. Whatman 4 号 层 析 纸 $ Ret. 
: 10. 振荡 器 25 
11. 110sC 烤箱 10 
12. Aa 100 BF 

13. 磷酸 钠 缓 冲 液 〈0.75 克 分 子 / 升 ,pH6.0) 依 

据 层 析 槽 大 小 而 定 。 
14: 安 祝 150 


° 158 。 


15. 紫外 灯 


16. PRARR TAR. MAR, MAR, MA 
两 氨 酸 ) 的 DNP 衍生 物 ( 保 存在 暗 处 ) 


方法 


DNP- 和 氢 基 酸 的 制备 称 出 约 5 一 20 毫克 蛋白 质 (至 少 
0 沁 微克 分 子 ) 与 等 重量 的 碳酸 钠 混 合 ， 悬 浮 于 1 一 2 毫升 水 
里 ,加 2 倍 体积 的 FDNB 溶液 ,室温 振荡 2 小 时 ,必要 时 加 碳 
eS Pe pH 在 8 一 "， 如 有 大 量 的 沉淀 形成 ,说 明 pH 太 
低 。 用 无 过 氧化 物 的 乙醚 抽 提 悬 序 液 三 次 以 去 除 FDNB 与 水 
反应 生成 的 二 硝 基 酚 ,用 强酸 调 pH 至 1 左右, 再 用 等 体积 无 
过 氧化 物 的 乙醚 抽 提 三 次 ; SHOCK, CNBR 
Fo I 0.2 毫升 丙酮 到 干燥 的 DNP 衍 生物 中 ,再 把 它 移 至 水 解 
安 褒 里。 通气 除 掉 丙 酮 ,加 1L 毫升 6 克 分 子 HCU 升 。 封 好 安 


请 ;在 110°C 烤箱 里 水 解 18 小 
No 冷却 至 室温 后 , 小 心 打 开 
安 阁 ， 加 1 毫升 水 ， 用 约 2 训 
升 乙 醚 抽 提 三 次 。 合 并 乙醚 抽 
RAF. 用 小 量 丙 酮 溶解 
DNP- 氮 基 酸 , 层 析 如 下 。 
DNP- RR 4 ZB AF 

华 特 曼 4 SUB 5 ARE 
缓冲 液 饱 和 ,然后 反复 加 10 一 
20 微 升 试 样 , 直至 滤纸 上 的 黄 
色 斑 点 清晰 可 见 , 加 标准 DNP- 
氨基 酸 溶液 。 用 0.75 克 分 子 / 
升 磷酸 缓冲 液 ，pH6.0 (EAH 
做 上 行 层 析 。 


实验 5.26 ”粘度 法 检测 牛 血 


— 20 


一 一 毛细 管 


5.2 Ostwald 粘度 计 


清 清 蛋 日 的 构象 变化 


* 159 。 


< 


dl inte SP ge NS Ae 


ee i — ~ e 


PP RRM ye Te OS Mi) 8 Ge 办? 
Ag yp a ere ae Pa, ne 
a a a deer 2 = Sa 
| ae Shae oe 


CT mttaer 
os . . 
, v =} 7 , 


NEN UN IPF pry oa PoP yey 
‘ ‘ P| , J ? 


原理 了 

高 浓度 的 尿素 能 减弱 维持 蛋白 质 三 级 结构 的 善 水 键 ;使 
蛋白 质 去 折 酸 化。 蛋白质 构象 的 这 种 变化 使 其 分 隆基 构 松 
散 ， 粘 度 增 高 。 用 ostwald 粘度 计 可 追随 三 级 结构 的 这 种 变 ， 
化 (图 款 2)5。Ostwald 粘度 计 主要 部 分 为 二 根 毛 细 管 5 将 一 


”分 已 知 体积 的 蛋白 质 溶液 在 重力 作用 下 流 过 毛细 管 ， 测 定 蛋 ， 


白质 溶液 流 过 毛细 管 的 时 间 Ct.) 和 所 用 溶剂 流 过 毛细 管 的 时 
间 : ise 按 下 式 就 可 算出 相对 粘度 : | 
nes = 1/ no = Cu! to) X Cor! 0) 

式 中 了 是 密度 为 a 的 蛋白 质 溶液 的 粘度 ,nu 是 密度 为 Po 
的 溶剂 的 粘度 。 假 设 溶液 和 溶剂 的 密度 相同 ,上 式 简 楷 成 为 : 
Nan = ti/ too ! 

爱 因 斯 坦 证 明 ,对 一 个 球形 分 子 ， 相对 粘度 与 该 分 子 的 浓 
BE (c) MOKA (V) BR, 微分 比 容 是 该 分 子 和 它 的 结合 水 
oh ae 


| w = 1+ 2.5¢V . | 
oe : Ste 
粘度 对 温度 很 灵敏 ， 所 以 所 有 湾 沪 和 粘度 计 都 要 保持 在 
30° 水 洽 里 ， 

1. Ostwald 粘度 计 iv 5 
2.30% KB | Jeti ee gees 
3. AAC (100 毫克 分 子 / 升 ) 4 Ft 
4. 尿素 溶液 (0.5, 1, 2,4,698 克 分 子 / 升 ， 

用 100 毫克 分 子 KCI/ 升 配制 ) 250 毫升 
5. 和 牛 血清 请 蛋白 《〈10 克 / 升 ， 用 100 Sha F | 

KCl/F+} RR AA RE il) 250 毫升 
6. 秒表 (至 少 精确 到 0.1 H) L Ae 
方法 
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ee 
— ay 


BUREN -BREREH WORE COA, 
用 KCl 溶液 洗涤 粘度 计 , 小 心 夹 住 它 的 一 臂 ; 在 水 浴 里 放 好 。 


在 铅 锤 帮 助 下 使 之 保持 垂直 ,然后 ,用 注射 器 或 吸管 精确 地 加 


20 毫升 人 或 粘度 计 上 标记 好 的 体积 ) 30°C 的 氯 化 钾 溶 液 到 粘 
度 计 的 空 泡 A 里 。 静 止 5 分 钟 使 之 平衡 。 在 臂 工 加 一 正 压力 ， 
或 在 臂 工 处 轻 轻 抽 吸 ,使 弯 液 面 上 升 至 刻度 B 处 。 撤 去 压力 ， 
测量 液体 从 刻度 B 流 至 C 所 用 的 时 间 ( 秒 表 精 确 到 0.1 秒 ), 重 
复 上 述 实 验 至 流 过 时 间 波 动 在 0.2 秒 之 内 。 算出 平均 流 过 时 
间 ， 用 不 含 蛋白 质 的 尿素 溶液 (溶剂 ) 重 复 整 个 过 程 ， 测 出 u， 
再 从 牛 血 清 清 蛋 白 的 尿素 溶液 测 出 uo 从 流 过 时 间 算 出 相对 
粘度 , 画 出 清 蛋 白 的 相对 粘度 对 尿素 浓度 的 图 ,讨论 得 到 的 结 


” 宁 。 另 外 ,计算 牛 血清 清 蛋白 在 10 毫克 分 子 KCI/ 升 溶液 里 


和 8 克 分 子 尿素 / 升 溶液 里 的 微分 比 容 ( 假 设 分 子 仍 保持 球形 
AY, Elnstein 方程 式 仍然 是 有 效 的 )。 
实验 5.27 ”pH 对 和 牛 血清 请 蛋白 构 型 的 影响 


材料 10 
1. 同 实 验 5.26 让 
2. pH it 5 
方法 


用 100 2a 5a > -F KCl 溶液 和 蒸馏 水 分 别 配 制 清 蛋白 六 
i, ICE A AA pH 在 2 一 12 范围 内 变动 , 用 Ostwald 
粘度 计 测 定 这 些 溶 该 的 粘度 以 追随 蛋白 质 结 构 的 变化 ， 讨 论 
得 到 的 结果 。 
赵 敏 顺 译 ”应 启 龙 校 
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第 六 章 糖 类 


糖 类 在 生物 界 中 的 功能 


糖 是 一 类 含有 氢 和 和 氧 的 碳化 物 ， 其 氢 和 和 氧 的 比例 是 2 比 
1。 这 一 术语 也 适用 于 糖 的 衍生 物 ,但 对 后 者 来 说 上述 定 义 
可 能 并 不 十 分 确切 。 

C,(H,0), 


hm XK 
糖 类 (碳水 化 合 物 ) 


能 量 的 来 源 

糖 类 是 在 光合 作用 时 形成 的 物质 ， 它 在 生物 界 中 是 极其 
重要 的 。 绿 色 的 植物 和 营 类 利用 太阳 能 把 水 和 大 气 中 的 二 氧 
化 碳 合成 为 糖 。 因 此 ,许多 植物 含有 大 量 的 糖 ,作为 贮备 的 食 
物 。 这 些 糖 能 为 人 和 其 他 动物 食用 。 复 杂 的 糖 被 消化 之 后 分 


co, + H:O 


图 6.1 生物 界 中 碳 的 循环 
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钙 成 葡萄 糖 , 随 后 被 氧化 为 CO， 和 HO， 或 者 以 糖 原 的 形式 
于 肝脏 和 肌肉 中 暂时 贮存 起 来 。 葡萄 糖 氧化 时 , 释放 出 能 量 
供 动物 体 利用 ,在 人 体内 所 需 总 能 量 的 60% 以 上 是 由 糖 的 氧 
化 来 提供 的 。 不 能 进行 光合 作用 的 动物 界 就 以 此 种 方式 利用 
太阳能 。( 图 6.1) 


细胞 和 分 子 的 结构 成 分 


糖 类 也 是 机 体 某 些 结构 物质 的 重要 成 分 ， 例如 植物 的 细 
陶 壁 ， 细 菌 莱 膜 的 多 糖 以 及 动物 的 皮肤 与 结缔 组 织 中 的 粘 多 
依 等 。 另 外 , 单 糖 还 是 核酸 、 畏 酶 、 黄 素 蛋 白 和 面 型 物质 等 重 
要 生化 物质 的 成 分 。 


_ ”从 化 学 上 说 , 糖 是 多 元 醇 的 醛 或 酮 的 衍生 物 :- 即 是 通 党 
所 说 的 醛 糖 和 酮 糖 。 

糖 的 基本 单位 是 单 糖 ， 单 糖 不 能 借 水 解 作用 再 进一步 分 
解 。 这 些 单 体 按 其 链 中 碳 原子 的 数目 来 命名 : 如 丁 糖 含 有 4 
个 碳 原子 , 戊 糖 是 5 个 ,已 糖 则 为 6 个 。 


立体 化 学 


光学 活性 “许多 生物 分 子 包 括 糖 在 内 ”含有 一 个 或 多 
个 不 对 称 碳 原子 , 鉴 此 可 以 有 许多 立体 异 构 体 存在 。 例如 最 
AR, Hine , 具 有 一 个 不 对 称 碳 原子 ， 围 着 它 的 四 
个 基 团 会 有 二 种 可 能 的 排列 。 这 两 个 异 构 体 的 分 子 式 示 于 下 
面 ， 不 对 称 碳 原子 位 于 四 面体 的 中 央 ， 四 个 基 团 分 占 每 个 角 
kL, 虚线 表示 在 纸 平面 之 下 。 二 种 形式 可 比拟 为 镜子 的 对 映 
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CHO CHO | nT CHO CHO 
HL _oH H< 人 >oa Ho< 人 >a Ho _H 
aoa CH, OH CH; OH H, OH 
Gy Tey 
D-# 工 -甘油 醛 


”这 两 个 构 型 称 为 光学 异 构 体 或 对 映 体 。 它 们 能 将 偏振 光 
平面 旋转 至 相同 的 程度 ; 但 方向 正 相反 。 当 化 合 物 使 偏振 光 
平面 向 右 旋转 时 , 称 为 右 旋 的 ;用 (d) 或 (十 ) 标 记 。 同样 , 当 
使 偏振 光平 面向 左旋 转 时 ， 此 化 合 物 即 是 左旋 的 ,以 -(1)》 或 
(—)ARZo Laer as 
Delt 醛 糖 是 由 母体 化 合 物 甘油 醛 上 连续 加 上 二 
级 醇 基 〈 一 CHOH) 而 衍生 来 的 。 因 为 甘油 醛 有 两 种 存在 形 
式 , 就 会 出 现 两 类 不 同 的 醛 糖 : 由 d- 甘 油 醛 衍生 来 的 称 为 D- 
糖 ， 由 LI- 甘油 醛 来 的 叫 L- 糖 。 字母 D 和 工 不 表示 它 的 光学 
特性 ， 而 是 指 悉 链 上 远离 醛 基 或 酮 基 端 的 第 二 个 碳 原子 的 构 
型 。 所 以 , 一 个 D 糖 究竟 是 右 旋 (D(+)) 的 ,还 是 左旋 (D 
(一 )) 的 ,取决 于 链 上 其 它 碳 原子 的 构 型 。 
me. eng Pre 

(oie 


CH,0OH 
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最 简单 的 酮 糖 是 丙 糖 (二 羟基 丙 醒 )， 但 这 个 化 合 物 无 光 “ 

学 活性 ,因此 , 丁 糖 、D- 赤 伦 糖 才 是 D- 酮 糖 的 母体 化 合 物 。 
CH,0OH 
D-H ene 
pig ree 


CH,0H 


它 加 土 二 级 醇 基 就 形成 成 糖 ` 己 糖 等 等 。 


构 型 的 数目 - 
D is 
Te n 一 ] 1 
成 糖 n= 2 2 
己 糖 n= 3 4 4 €) 


RTH RR 碳 原子 的 序数 是 从 有 活性 将 基 的 链 端 
数 起 的 。 如 : 


‘CHO 'CH,OH 
H—C—OH : 2C 一 O 
HO 一 5C 一 日 HO—'C—H 
ri Ses H—C—OH 
H—’C—OH H—C—OH 

‘CH,OH ‘CH,OH 

葡萄 糖 果糖 


环 式 结构 当 D(+)- 葡萄 糖 刚 咨 于 水 中 , 它 的 比 旋 
是 十 113 度 。 但 是 比 旋 度 的 值 会 慢 慢 改变 ,放置 24 小 时 ,数值 
变 成 了 十 52.5 Eo MLR RAE he EA AS 
QM RRA AHR We sC HES Cay A eB Fi 
WA TEMES A ERIKA TE EE, AMA A Ee 
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。 天 为 形成 了 一 种 分 子 内 的 半 缩 醛 ,如 下 述 。 


~az | BR)On Hy OH © 
CHO C—i0OH; ea, ‘ 
H_d_oH H-C-o1t Hb ofH Jur 
| Ho _H oo Ho-¢-H rer va Ho-b-H O 
nt-on ) }-ned-on!! H 
7} 
HoH H-C-OH ! 
bu, OH H, OH bn, OH 


RPA T A—TAM ERR (C.), Buk, BRA 
种 环 状 形式 (c 和 8), 通常 称 之 为 异 头 物 (anomers)。 

D(+) 葡萄 糖 的 通常 形式 是 w“ 型 , 比 旋 为 +113 度 。 当 
_ 它 溶 于 水 中 , 即 建立 一 个 比 旋 为 十 52.5 度 的 平衡 状态 。 同 样 
比 旋 为 + 19.7 度 的 8 型 葡萄 糖 深 于 水 中 , 也 发 生变 旋 , 平衡 
后 混合 物 的 最 终 比 旋 也 是 二 52.5 度 。 糖 的 开 链 形式 也 和 二 
”种 环 式 结构 处 于 平衡 之 中 , 这 才 使 糖 呈现 其 还 原 的 性 质 。 # 
示 葡 萄 糖 的 上 述 环 式 结构 称 为 费 歌 尔 投影 式 ， 这 种 投影 式 实 
际 上 并 不 确切 。 Haworth 提出 了 一 个 较 好 的 环 式 表示 法 , 环 
在 平面 上 ,羟基 位 于 平面 的 上 或 下 。 为 了 简明 起 见 , 常 常 不 标 ， 
出 氨 原 子 。 


O 


OH OH 
——s OH ee te OH 
HO ws OH OH HO 
OH OH OH 
ac-D- 葡 萄 糖 开 链 形式 8-D-% 
| i - 
泥 合 物 的 百 0.02% 64% 


葡萄 糖 的 环 式 结构 中 售 五 个 碳 原子 和 一 个 氧 原子 ， 它 关 
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7 
2 pee oe ‘ 
AALS A 


Oa 


吡 哺 eM 


IF ULMIA , Ath ea ee. eS A 


te & SMI EA , FE RAK AEE 
NRARIKS HM. Pl, RHR RBPRRM BEA: 而 当 


EA Tse PAY UA EA A, 核糖 和 脱氧 核糖 三 


ERB TERR AA, ZR KA FAM 
结构 。 
糖苷 链 


糖 昔 与 二 糖 ”所 有 糖 类 中 的 瘘 基 都 是 很 活泼 的 ， 它 能 
和 其 他 羟基 化 合 物 形成 半 缩 醛 或 缩 醛 。 


| | bf xXOH |7 xOH |7 
C 一 0 H,O —/c C C 
Aa 半 缩 醋 缩 醋 


糖分 子 链 的 C4 或 CC 上 凑 基 与 痰 基 互 相反 应 形成 内 部 的 环 | 


式 结 构 ,得 分 子 内 半 缩 醛 ,这 里 XOH 则 是 糖分 子 的 剩余 部 分 ， 
在 CI 上 留 下 的 羟基 称 为 糖苷 羟基 , 它 很 活 涛 ,容易 和 其 他 的 羟 
基 脱 水 形成 糖苷 键 。 如 果 羟 基 化 合 物 不 是 糖 , 则 形成 的 化 合 物 
称 糖 背 ,例如 ,葡萄 糖 和 甲醇 缩合 形成 甲 基 葡 萄 糖 背 。 然 而 ,这 
个 羟基 通常 是 来 自 另 一 个 糖分 子 , 此 时 的 产物 是 二 糖 。 若 糖 昔 
键 不 是 在 两 个 C 原子 间 形 成 的 , 则 二 糖 上 就 会 保留 一 个 游离 
的 醛 基 或 酮 基 ， 而 且 这 个 分 子 仍然 呈现 这 些 基 团 所 具有 的 全 
部 肥 应 以 及 变 旋 作用 。 

Ree Swe ”此 糖苷 键 形成 的 过 程 可 以 反复 进行 ， A 
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i. BoA BS BET BRE 

糖 , 依 此 就 获得 一 个 由 2 一 10 个 单 休 连 成 链 状 的 寡 糖 。 多 糖 是 
i 10 到 几 千 个 单 糖 以 糖苷 键 连接 一 起 形成 的 很 大 的 分 子 。 单 

条 不 总 是 一 一 样 的 ， 并 且 还 有 分 枝 以 及 取代 作用 可 形成 一 个 十 

分 复杂 的 分 子 。 


简单 的 单 糖 衍生 物 


氧化 产物 ” 醛 糖 的 醛 基 和 一 级 醇 基 能 被 氧化 成 相应 的 
醛 糖 糖 酸 和 糖 醛 酸 。 这 些 酸 进一步 氧化 产生 糖 二 酸 。 单 糖 的 “ 
氧化 作用 图 示 如 下 ， 括 绝 中 的 名 称 表示 单 糖 是 葡萄 糖 时 所 得 

的 产物 。 


Caom， HON 
“7 Vas pati Br/H,O 


〈 葡 apes | 
CHO COOH 
| | 
(CHOW), (CHOH), 
COOH CH,0H 
糖 醋酸 醛 糖 糖 酸 
〈 葡 糖 酸 ) _ aR) 
(gluconic acid) | (glueuronic acid) 
HNO, HNO, 
COOH 
| 
(CHOH), 
COOH 
yi — 


〈 葡 糖 二 栈 ) 


(glucosaccharic acid) 
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还 原作 用 1 Eh FAS RISER 


RN — Re, 例如 ， RA RL 
liad 而 甘油 醛 被 还 原 为 甘油 (两 三 醇 )。 

CHO CH,OH 

| 24. it 

CHOH ~——> CHOH 

CH,OH CH,OH 

甘油 醛 甘油 


醋 “在 催化 剂 存在 下 , 糖 同 酰基 氯 或 酸 酬 反 应 ,很 容易 与 “ 
RAE MRS 特别 是 单 糖 的 磷酸 酯 在 糖 代 谢 中 是 极为 重要 的 。 
糖 的 最 后 一 个 碳 原 子 的 一 级 醇 基 所 形成 的 酯 〈 葡 萄 -6 磷酸 ) 


通 前 对 酸 水 解 最 稳定 ,然而 ， 由 还 原 基 团 产 生 的 尘 缩 醛 对 酸 风 
不 够 稳定 (葡萄 糖 -1- 磷 酸 )。 

气 基 衍生 物 “许多 糖 的 第 二 位 矶 原子 上 的 产 基 能 被 所 
基 和 置换 ,例如 氮 基 半 乳 糖 和 氨基 葡萄 糖 。 这 些 化 合 物 也 以 N- 


乙酰 基 衍 生物 存在 ，N- 乙 酰基 衍生 物 是 几 种 多 糖 结构 中 的 


一 部 分 。 糖 中 有 近 糖 音 键 的 氨基 ,使 它 对 水 解 更 为 稳定 。 


生物 化 学 上 重要 的 糖 类 


简单 的 糖 类 


简单 的 糖 类 在 自然 界 分 布 很 广 ,执行 许多 不 同 的 功能 。 表 
6 中 所 列 ,并 未 包括 全 部 的 简单 糖 类 , 为 简明 起 见 , 糖 的 衍生 
物 也 未 列 人 表 内 。 


大 分 子 


几 种 大 分 子 都 可 由 相同 的 单 糖 所 构成 。 这 样 的 多 样 性 是 由 分 


© 170。 


FH ”有 些 很 大 的 分 子 只 含有 一 种 单 糖 成 分 。 而 且 


aa 


本 表 6.1 某 些 简单 糖 类 的 特性 及 其 存在 部 位 


来 源 和 功能 


以 成 聚 糖 存在 于 树胶 中 。 它 可 被 某 
些 细菌 发 酵 , 但 在 人 体内 的 功能 不 详 。 
D- 阿 拉 伯 糖 存在 于 结核 杆菌 的 糖苷 
中 


是 所 有 生物 体 的 遗传 物质 一 -DNA 
大 分 子 中 的 一 个 重要 组 分 


是 与 蛋白 质 合 成 有 关 的 核糖 核酸 
(RNA) 大 分 子 的 一 个 基本 部 分 ? 它 还 
存在 于 辅酶 ATP, FAD, NAD 和 
NADP 中 


是 所 有 的 糖 类 中 分 布 最 广 的 。 EH 
血液 输送 ,并 在 细胞 中 氧化 ?产生 能 量 


OH 是 糖 中 最 甜 的 ， 它 存在 于 果 半 和 种 
D- 果 糖 (B- 型 ) | 子 液 中 ， 果 糖 磷酸 酯 是 糖 元 酵 解 中 的 
on — 重要 中 间 物 
OH 


它 的 主要 功能 是 结构 成 分 。 存 在 于 
神经 组 织 和 叶绿体 膜 的 糖 脂 中 ， 半 慑 
糖 胺 存在 于 血型 物质 ,软骨 和 肌 隐 中 
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来源 和 功能 


=e watt 
乳糖 存在 于 哺乳 动物 的 乳汁 中 ， 怀 孕期 
(6-D- 半 乳糖 基 -I;4-D- 葡 萄 糖 ) 闻 可 在 尿 中 再 现 
CH,OH CH,0H a, 
HO 0 “ | 


淀粉 用 SERN Ak (RE SE SE 
8. CIAET RES ORR 


麦芽 糖 
(c-D- 葡 萄 糖 基 -1,4-D- 葡 萄 糖 ) 
CH,0H CH,OH 


个 Dr 


蔗糖 
(c-D- 葡 萄 糖 基 -b-11-D- 果 糖 ) 
ania 


HOCH, 
HO 
“ CH,OH 
OH 


子 的 不 同 大 小 、 支 链 和 交 联 程度 的 不 同 以 及 糖苷 键 的 特性 所 
致 。 葡 萄 糖 就 是 很 好 的 例子 , 它 是 好 几 种 多 糖 的 基本 成 分 ( 表 
6.2), : i 

RSH ”这 样 的 分 子 由 两 个 或 更 多 的 基本 成 分 构成 ， 
Hef 与 蛋白 质 结合 。 在 这 样 的 复合 物 中 ,以 多 糖 成 分 为 主 时 、 
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| 因为 两 个 单 糖 的 连接 是 通过 二 者 的 
TED RE BTR SC OBE 
SFETHDO, 主要 来 自 甘 蔗 和 甜 


| 


| 
: 


R62 某 些 均 多 糖 的 性 质 


it 存在 和 功能 
PEM SME E D-H 直 链 证 粉 和 支 链 省 粉 1ANEE BOOM I tet 
二 葡 糖 ) 比率 的 混合 物 谷物 和 大 米 等 许多 植物 


直 链 淀粉 (<c-D- 葡 葡 糖 ) |w1- ct eNOS 了 | 存在 于 多 数 淀粉 中 ， 量 可 
SHEED (o-D 葡萄 糖 ) “|c1-4 AA w<1-6 键 | 是 淀粉 的 主要 成 分 (A 


Rea Re teat Ta 2} 80%) 
x 10°-1 10 


Hii @ -D- 7a ag BH) 象 支 链 淀 粉 一 样 的 三 向 连 | 动物 体内 主要 贮 
接 分 子 ， 但 分 支 程度 更 | ” 它 主 要 存在 于 肝脏 和 上 肌 
Bee PRE 肉 中 


菊 糖 《8B-D- 果 糖 ) 果糖 单 体 以 61-2 键 连 接 ,| 是 天 丽 花 和 洋 效 等 许多 植 
分 子 量 一 5000 物 中 的 贮存 糖 


ANA 2 AT ECD O'l-4 链 连 接 的 直 链 ”| 利 物 及 某 些 幕 类 和 细菌 细 
葡萄 糖 ) 胞 壁 的 主要 结构 成 分 


壳 多 糖 《6-D-N 乙 酰 葡 糖 | 单 体 以 61-4 连接 的 线性 了 
胺 ) 链 BK > MMA 


R63 一 些 常见 的 杂 多 糖 


多 糖 来 源 及 功能 


HSM, - 
肝素 D- #45 HERE Ss 存在 于 动脉 壁 和 肺脏 中 一 个 
分 子 量 一 17000 D- WRG SAR ue Cora ei) 
Bw ee D-#ii #5 HERES: 细胞 间 质 和 关节 周围 的 骨节 
分 子 量 一 IX10。 ”| N- 乙 酰基 -D- 葡 糖 胺 ，、，| 液 , 它 起 润滑 剂 作用 
硫酸 软骨 素 Di) 25 HI RER: 在 软骨 组 织 中 很 丰富 
A 和 C N- 乙 酰基 -D- 半 乳糖 
Bie A 
细菌 的 多 糖 复合 物 
eB 确切 的 组 成 取决 于 微 生 ，| 决 定 细菌 的 抗原 性 质 
物 的 类 型 
胞 壁 质 


N- 乙 酰基 -D- 葡 糖 胺 形成 细菌 细胞 壁 框架 的 大 三 
eee 维 网 状 结构 


称 为 蛋 目 多 糖 或 粘 蛋 白 。 它 们 在 天 然 状 态 下 呈 胶 样 和 带 粘性 
的 , 稼 稼 作为 润滑 剂 或 细胞 间 质 。 然 而 糖 -蛋白 的 复合 物 中 糖 
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是 次 要 成 分 时 ,这 样 复 合 物 则 叫做 糖 蛋白 (glycoproteins)5。 小 
量 的 短 链 寡 糖 会 对 蛋白 质 的 生物 学 性 质 有 相当 大 的 影响 。 璧 
如 , 血型 物质 的 抗 元 性 质 就 取决 于 这 些 糖 链 的 化 学 性 质 。 由 
于 它们 的 结构 和 连接 一 直 未 被 确切 的 了 解 ， 因 此 在 表 6.3 中 
仅 列 出 它们 的 成 分 。 


化 学 性 - 质 
糖 的 一 般 性 试验 


下 述 的 试验 可 对 许多 有 代表 性 的 精进 行 测试 。 为 了 得 到 
实验 灵敏 度 的 概念 ,被 测 溶液 采用 工 克 / 升 和 10 克 / 升 的 浓度 
表示 5 ate : 


单 糖 : 葡萄 糖 、 果 糖 、 半 乳 糖 (已 糖 类 )、 


BSH 
”阿拉 伯 糖 \ 木 糖 ( 戊 糖 类 ) 

二 糖 : FUE. 

多 糖 : 纤维 素 、 糖 元 、 菊 粉 ,淀粉 。 

实验 6.1 Molisch 试验 

原理 

浓 硫 酸 水 解 糖苷 键 产生 单 糖 ， 随 后 单 糖 脱水 生成 料 醛 及 
其 衍生 物 。 这 些 产物 再 和 磺 酸 化 的 a RDS PER EY 
复合 物 。 

这 个 反应 是 糖 以 及 能 和 浓 硫 酸 产 生 糠 醉 的 有 机 化 谷物 均 
具有 的 反应 。 

材料 100 


1) 蛋白 多 糖 与 其 它 糖 蛋 白 的 区 别 ， 主要 在 于 蛋白 质 结合 的 糖 链 不 同 。 BA 
多 糖 中 的 糖 多 为 糖 胺 多 糖 ， 其 它 糖 蛋白 中 的 糖 则 多 为 中 性 ， 碱 性 或 两 性 
糖 。 一 一 译 者 
。174 。 


‘4 P g 
x» 1. 浓 硫酸 = 1500 毫升 
2. a- BH (50 克 / 升 的 乙醇， 新 鲜 配 制 ) 200 毫升 
方法 
取 2 毫 升 测定 液 ， 加 入 2 滴 c- 茶 酚 盗 液 , 再 铅 管 壁 小 心地 
MA 1 SHRM, 使 溶液 分 为 两 层 。 仔细 观察 在 两 层 液 
体 交 界 处 的 颜色 变化 。 用 水 代替 糖 溶液 ,重复 此 试验 。 


OH Oo 


ahaa G6 
二 anaes" jada 
原理 


意 酮 反应 是 糖 的 另 一 个 一 般 性 试验 。 其 原理 与 实验 6.1 
AAAS, Ante ES aad (10-Ad-9, 10-—~S ER 
产生 蓝 一 绿色 的 复合 物 。 


材料 
1. 草 柄 深 液 ( 2 克 / 升 浓 硫 酸 中 ) 
方法 


5 漓 测定 盗 液 加 到 大 约 2 毫升 的 草 酮 试剂 中 ,充分 混合 ， 
观察 颜色 的 变化 。 

糖 的 还 原 反 应 

如 果 悬 序 于 碱 性 溶液 中 的 氧 氧化 铀 被 加 热 ， 就 会 形成 黑 
色 的 氧化 铜 : 

Cu(OH), —~> CuO + H2O 

AT. BED MRE F RMAARR AN At WAIT 

淀 出 来 : 
2Cu(OH), — > Cu,0 十 H,O+ O 
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实际 上 所 采用 的 试剂 不 是 上 述 的 悬浮 液 而 是 铜 盐 的 碱 习 
溶液 和 含有 醇 基 (一 OH) 的 有 机 化 合 物 。 在 这 些 条 和 件 下 ， 
形成 了 可 溶性 复合 物 并 且 试 剂 是 稳定 的 。 + 

带 有 游离 或 潜在 游离 醛 基 或 酮 基 的 糖 类 ， 在 碱 性 溶液 中 
具有 还 项 性 质 。 此 外 , 单 糖 在 弱酸 性 溶液 申 有 还 原 剂 的 作用 。 

实验 6.3 Benedict 试验 

原理 

Benedict 改良 了 原来 的 Fehling 的 试验 ,， 他 采用 了 比 Fe 
hling 试剂 更 方便 和 更 稳定 的 一 种 单一 试剂 

eee 100 

1. Benedict 试剂 。 (173 BRB AMA 100 克 

碳酸 钠 溶 于 800 ZHAAWEKH, Ae 
成 波浪 形 的 滤纸 过 滤 到 1000 毫升 的 量 简 中 
并 加 水 至 850 毫升 , 同时 ， 将 17.3 克 硫 酸 铜 
WHEN 100 毫升 的 水 中 ， 最 后 加 水 到 150 B- 
升 。 把 第 一 种 溶液 倒 人 2,000 毫升 烧杯 中 ， 
搅拌 下 慢 慢 加 入 硫酸 铜 咨 液 ) 

方法 
2 毫升 的 Benedict 试剂 加 入 5 滴 被 测定 溶液 于 沸水 浴 中 
HS 分 钟 。 并 采用 增加 葡萄 糖 液 的 稀释 度 来 检查 Benedict 试 
验 的 灵敏 度 。 

实验 6.4 Barfoed 试验 

原理 

Barfoed 试剂 是 弱酸 性 的 ,只 被 单 糖 还 原 。 AMAA 
二 糖水 解 而 产生 假 阳 性 反应 。 氧 化 亚 铜 的 沉淀 比 前 面 两 种 测 
定 法 少 些 , 故 最 好 是 把 管子 静 置 使 沉淀 下 沉 。 氧化 亚 铜 的 颜 
色 也 不 同 ,不 是 Benedict AHAB, MEA fo 
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oe Both FIRE FAD 


| 3 升 
1. Barfoed 试剂 。 13.3 ARAVA Fi 200 
: 升水 中 ,加 1.8 毫升 冰 醋 酸 
本 
2 毫升 Barfoed 试剂 中 加 1 毫升 测试 溶液 , 老 沸 1 分 钟 ， 
放置 。 
实验 6.5 ”成 联 反 应 
原理 


含有 —CO—CHOH— AALS WA AR 
的 胖 。 胖 晶体 具有 特殊 形状 和 熔点 ,有 助 于 还 原型 糖 的 鉴定 。 
注意 晶体 形成 的 时 间 以 及 联 是 由 热 的 溶液 中 沉 出 还 是 只 在 冷 
却 后 才 析出 ;可 获得 鉴别 上 的 进一步 证 据 。 

苯 腊 与 糖 的 六 基 的 反应 形成 薪 逐 ， 它 进一步 与 两 分 子 苯 
肝 作 用 产生 肛 。 由 五 糖 形成 腻 的 过 程 示 于 下 图 ; 然而 反应 机 
制 比 下 述 的 更 为 复杂 。 酮 糖 的 反应 与 之 类 似 。 


CHO CH=N—NH—C,H, 
CHOH + H,N—NH—-C,H, 一 > GHOH + H,0 
醛 糖 A Hi 4s lik 

CH=N —NH—C,H, 

CHOH : + H,N—NH—C,H, —> 

R 

As ix 


CH=N —NH—C,H, 
一 > C=N—NH—C,H, + C,H,NH, + NH, 
| 


R 
用 


葡 欧 糖 、 有 果糖 和 甘露 糖 都 形成 同样 的 苹 ， 因 为 这 些 糖 的 
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3、4、5 和 6 位 碳 原子 构 型 是 相同 的 。 实际 上 甘露 糖 在 室温 
下 形成 的 是 白色 苯 逐 结晶 ,而 加 热 得 黄色 肛 。 


di LAB 

( 针 状 或 羽毛 状 ) (BER) 

阿拉 伯 糖 有 1 WER 

( 稀 的 针 球 状 ) 《聚集 成 球形 的 细 针 状 ) 
麦 芽 糖 及 木 糖 联 


CAKE) 


ao | Ee ee Ue CrCl ee lee 


Bal iar (i at BR 


FR 
( 稀 的 针 球状 ) 1 (聚集 成 球形 的 细 针 状 ) 
《 
麦芽 糖 7K BS RR 
Gaeti (Re SHR) 


图 6.2 在 低 倍 显微镜 下 看 到 的 
FRG he RATA Ke 
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是 = 
J 材料 100 


1. kaa 1 Ft 

2. AAR = 200 毫升 

3. 酯 酸 钠 500 克 

4. 显 微 镜 208 
. De 


5 毫升 糖 的 溶液 用 10 滴 冰 醋酸 酸化 ,随后 加 入 3 SE 
溶液 和 一 小 勺 固体 醋酸 钠 。 于 水 浴 中 加 温 5 分 钟 ,时 而 振 摇 ， 


过 滤 , 滤 液 再 在 水 浴 中 保温 20 分 钟 , 很 慢 地 冷却 下 来 ,在 显 微 


镜 下 观察 并 画 出 肛 晶 的 形状 ,与 图 6.2 所 画 的 形状 相 比较 。 
细心 注意 腾 帝 出 的 时 间 以 及 晶体 是 在 热 溢 液 中 还 是 冷却 


后 形成 的 (看 附录 )e 


个 别 糖 的 测定 


实验 6.6 ”成 糖 的 Bial 试验 

原理 

eM HCl 受热 形成 糠 醛 , 它 在 高 价 铁 离 子 存在 下 和 
地 衣 酚 缩合 产生 蓝 绿色 。 这 反应 并 非 专门 对 成 糖 特异 , 因为 
AX OREM A EA RE, ,也 能 与 地 衣 酚 作用 ， 
生成 有 色 的 复合 物 。 
”材料 100 

1. Bial 氏 地 衣 酚 试剂 (1.5 克 的 地 衣 酚 溶 于 500 864 FH 
毫升 浓 盐 酸 中 加 20 滴 100 克 / 升 的 FeCl, 溶 


2. 戊 醇 4 升 


在 含 2.5 毫升 地 衣 酚 试剂 的 测定 管 中 加 入 约 工 毫升 的 被 
测定 溶液 。 加 热 至 沸 ， 阳 性 结果 显 蓝 绿色 。 冷却 后 ， 加 入 
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2 一 3 EH, FRO 
CH, 
地 衣 酚 3, 5-H) 全 
NON fee ; 
3236 6.7 Bae Seliwanoff 试验 
` 原理 
”与 醛 糖 相 比 , 酮 糖 能 更 迅速 地 被 脱水 成 糠 醛 衍 征 物 ,随后 
与 间 - 共 二 酚 缩合 形成 红色 复合 物 ; 必须 避免 所 研究 的 咨 液 受 
热 过 入。 


间 - 苯 二 酚 ( 间 -二 羟基 革 ) 。 “《 NS 
SNVZ 


材料 100 
Seliwanoff 试剂 〈 每 升 3 克 分 子 浓度 的 盐酸 深 3H a 
液 中 含 间 - 苯 二 酚 0.5 克 )。 
方法 | 
2 Ft Seliwanoff 试剂 中 加 大 2 注油 定 的 糙 咨 该 * 在 沸 
水 浴 中 加 热 1 分钟 ,观察 显现 的 深 红 颜色 。 -本 
实验 6.8 “ 莽 糖 的 测定 
原理 
蔗糖 是 唯一 常见 的 非 还 原 性 二 糖 ， 它 不 能 还 原 碱 性 的 铜 
盐 溶 液 或 形成 胞 。 因 此 蔗糖 得 先 在 酸 盗 被 中 水 解 成 葡萄 糖 和 


果糖 后 再 进行 测定 。 
材料 ”100 
1. 芒 糖 溶液 (1 克 / 升 和 10 克 / 升 ) 5 es) 
2. 浓 盐酸 200 毫升 


3. 氧 氧化 钠 《5 克 分 子 / 升 ) 
4. 与 实验 6.3，6.4，6.5， 和 6.7 中 的 试剂 同 。 
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.于 5 毫升 蔗糖 溶液 中 加 入 5 IR HCl， 在 沸水 浴 中 加 热 
.5 分 钟 ， 冷 却 后 再 加 "NaOH 使 溶液 呈 中 性 或 微 碱 性 。 水 解 
后 的 溶液 进行 还 原 试验 及 Seliwanoff 试验 。 FA Re 
并 用 薄 层 层 析 鉴 定单 糖 成 分 (实验 3.12)。 

实验 6.9 “ 碘 试验 

原理 

碘 与 多 糖 形成 有 色 的 包 结 化 合 物 ;淀粉 同 碘 形 成 蓝 色 ,而 ， 
糖 原 和 淀粉 的 部 分 水 解 液 可 与 碘 作 用 呈 红 棕色 。 


材料 100 
1. AR 5 毫克 分 子 / 升 的 碘 溶 于 KI 液 (30 克 / 100 毫升 
升 ) 中 。 
2. 纤维 素 \ 糖 原 、 淀 粉 和 菊 粉 10 克 / 升 ) 200 毫升 
Tithe 2578 


测定 溶液 用 稀 HC) 酸化 ,随后 加 2 eK, SHB 
与 水 加 碘 锌 的 颜色 相 比较 。 

实验 6.10 多糖 的 水 解 

原理 
多 糖 含有 几 百 个 或 更 多 残 基 , 但 只 有 一 个 还 原 基 团 , 因 此 
它 的 还 原 能 力 极 弱 , 对 于 它们 的 测定 ,应 先 将 它们 用 酸 水 解 成 ， 
单 糖 组 分 。 


材料 100 
1. 多 糖 , 同 于 实验 6.9 200 毫升 
2. 浓 盐酸 500 毫升 
3. 氧 氧化 钠 (5 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
4. fm (GAs SROT/A FIA KI RH 
(KI = 30 克 / 升 ) 100 毫升 


5. [AIH 6.3, 6.5 和 6.7 的 试剂 


e181. 


方法 

取 约 10 毫升 多 糖 溶液 放 于 试管 中 , M10 BR HCI， 慢 ， 
GAR ,每 分 钟 用 滴 管 取出 1 BAR. ACMERBREN 1 
滴 碘 液 相 混合 。 同 时 取 3 HAR. NaOH 中 和 ， 加 于 含 5 
毫升 Benedict 溶液 的 试管 中 , 连续 取样 到 6 分 钟 或 者 适宜 的 ， 
时 候 ， 把 这 些 含 有 Benedict 深 液 的 各 测定 管 放 在 水 浴 中 煮沸 
3 分钟, 冷却 后 观察 并 解释 结果 。 

余下 的 样品 液 用 碱 中 和 ， 鉴 定 还 可 能 存在 的 各 种 糖 的 组 
分 5 


未 知 糖 类 样品 的 鉴定 方案 


当 上 述 测 定 全 部 满意 地 完成 之 后 ， 就 需 设 计 一 个 鉴定 的 
方案 。 把 你 的 方案 与 在 附录 中 列举 的 进行 比较 。 所 有 的 鉴定 
最 后 都 需 用 被 检 样 品 的 纸 层 析 或 薄 层 层 析 来 证 实 。 

此 方案 应 尽量 适用 于 多 种 未 知 糖 小 的 鉴定 。 


旋光 性 . 
RAM “如 上 所 述 ， 大 多 数 糖 含有 一 个 或 多 个 不 对 称 。 


碳 原子 并 显 有 光学 活性 。 偏 振 光 平面 的 旋转 作用 能 用 旋光 仪 
证 实 并 测量 出 来 (图 6.3). eI Nicol RH, 光 在 一 


单 色光 源 偏振 光 


aes 
OSHS > 
mak: head 分 析 器 


图 6.3 旋光 仪 的 基本 构造 
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俱 面 上 被 偏振 , 把 偏振 光束 再 通过 糖 液 时 , 糖 液 旋 转 了 光 面 。 
再 旋转 第 二 块 Nicol RR, HE CN MIMS Pew 
es 光束 就 不 能 再 通过 仪器 ， 相 反 ， 旋 
第 二 块 棱镜 使 它 的 光 面 与 第 一 块 棱镜 产生 的 偏振 光 面 相 一 
致 , 即 可 获得 最 大 亮度 的 视野 。 当 样品 管 中 只 装 溶剂 ,仪器 在 
在 何 位 置 上 都 是 呈现 一 个 整 圆 。 实际 上 ，, 透 过 来 的 光 是 以 二 
个 半圆 出 现 的 ， 当 视野 上 二 个 半圆 的 明亮 度 一 致 时 就 呈现 一 
个 整 圆 。 再 用 测定 的 样品 液 来 代替 溶剂 , 旋转 分 析 器 使 之 回 
到 原来 的 明亮 度 。 随 后 记录 其 旋转 的 程度 和 方向 。 
如 果 旋 转 的 角 是 顺 时 针 方向 ,那么 化 合 物 是 右 旋 的 (十 )， 
若是 反 时 针 方 向 , 则 糖 是 左旋 的 (一 )。 
上 比 旋 度 所 测 出 的 旋光 度 由 许多 因素 决定 ， 这 些 因素 
有 光 程 长 度 《1 分 米 ) 和 溶质 的 浓度 (c 克 / 毫 升 ) 以 及 温度 
(tsc) 和 所 用 的 波长 BACK). 比 旋 度 是 每 一 种 化 合 物 的 
特性 , 它 的 定义 是 在 固定 温度 下 , 浓度 为 1 克 / 毫 升 的 光学 活 
性 溶质 在 1 分 米 的 管 中 所 测 得 的 单 色 光 的 旋光 度 。 
比 旋 度 [ci 一 cx/ xX c) 
实际 上 ,大 多 数 简便 的 旋光 仪 是 采用 钠灯 CA = 589 毫 微 
米 ) 并 且 一 般 在 20°C 下 进行 测定 ， 因 此 比 旋 度 可 用 [c]8. 表 
7No 
实验 6.11 葡萄糖 的 变 旋 作用 
原理 
D- 葡 萄 糖 不 论 是 c 型 还 是 8 型 ， 均 能 被 结晶 , 新鲜 配制 
的 这 些 异 构 体 溶液 的 比 旋 度 [c]8 分 别 为 十 113” 和 + 19°, 
在 放置 过 程 中 ,这 些 溶液 就 显示 出 变 旋 作用 ,并 可 获得 c 和 8 
型 平衡 状态 的 混合 物 ,其 比 旋 度 为 十 52.5"。 
材料 10 
1. 旋 光 仪 5 台 


2.c-D- 葡 萄 糖 | 100 
3.8-D- 葡 萄 糖 Oe ae 
4 .碳酸 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) = 50 EF 
5. 秒表 HES 5A 
方法 JOR RE. a 
在 蒸馏 水 中 的 变 旋 作用 ”用 蒸馏 水 洗 净 旋光 仪 管 并 | 
完全 用 水 充满 ， 最 后 的 几 泣 用 滴 管 加 大 并 小 be SSD 
保证 不 留 下 气泡 。 把 充满 水 的 管子 装 人 旋光 仪 中 , 调节 仪器 
至 零点 。 然后 把 旋光 仪 管 中 的 水 倒 净 ， 充 分 干燥 。 小心 把 ， 
5 克 w-D- 葡 萄 糖 装 人 .50 毫升 的 干 容量 瓶 中 ;加 40 SKA 
解 ,并 用 蒸馏 水 加 至 刻度 .尽快 混合 溶液 并 装 大 旋光 仪 管 中 测 | 
定 读数 ,开动 秒表 记 时 ( 零 时 间 ), 在 前 30 分 钟 内 每 10 分 钟 测 国 
一 次 比 旋 度 ,以 后 拉 长 测定 的 间隔 时 间 , 直 至 获得 恒定 的 旋光 
度 。 用 8-D- 葡 萄 糖 重复 上 述 实验 并 给 人 出 比 旋 度 随时 间 改变 ， 
的 曲线 。 

在 碱 液 中 的 变 旋 作 用 ”用 wu- 和 p- 型 的 D- 葡萄 糖 重 
复 上 述 实验 ,但 这 一 次 ,在 溶解 样品 时 加 水 至 刻度 前 先 加 入 1 ， 
毫升 碳酸 钠 溶液 (0.1 克 分 子 / 升 )。 尽快 地 测定 第 一 个 读数 ，， 
并 在 前 10 分 钟 内 每 2 分 钟 读数 一 次 ， 以 后 读数 的 间隔 时 间 - 
可 以 延长 ,一 直 读 至 旋光 度 不 再 改变 为 止 ， 西 出 比 旋 度 随时 间 
变化 的 曲线 。 

将 你 测 得 的 比 旋 度 和 上 述 讨论 的 结果 相 比 较 ,得 何 结 果 ? 

ARERR, ,重复 在 碱 液 中 的 实验 ,并 说 明 结果 。 


糖 的 定量 测定 


实验 6.12 ARETE 
原理 
敬 酮 反应 是 测定 游离 的 或 存在 于 多 糖 中 的 已 精 、 醛 成 六 
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和 已 糖 醛 酸 的 一 个 快速 而 方便 的 方法 的 基础 。 蓝 一 绿色 的 溶 
WE 620 毫 微米 波长 下 呈现 最 大 的 吸收 。 然 而 ;有些 已 糖 也 可 
旦 现 其 它 颜色 。 当 测定 液 中 有 含 大量 色 氨 酸 的 蛋白 质 时 , 此 
反应 是 不 适用 的 ,因为 在 这 些 条 件 下 将 得 到 红 的 颜色 。 

光 吸 收 值 取决 于 所 研究 的 化 合 物 , 但 是 对 于 某 特定 分 子 
而 言 , 它 是 便 定 的 。 


材料 100 
1. 草 酮 试剂 (2 克 / 升 浓 硫 酸 ) 5 逢 
2. 葡 萄 糖 《0.1 克 / 升 ) 2 逢 
3. 糖 原 (0.1 克 / 升 ) 2 升 

4 着 需要 ,可 备 有 同样 浓度 的 其 他 糖 类 2 Ft 
方法 


1 毫升 无 蛋白 质 的 糖 溶液 中 加 入 4 毫升 草 酮 试剂 ， 快 速 
混合 (小 心 强酸 ); 放 人 沸水 浴 中 孝 沸 10 分 钟 , 在 管 口 盖 一 个 
玻璃 球 ， 以 防 蒸发 使 水 分 减少 ,冷却 后 用 空白 试剂 作对 照 在 
“620 毫 微米 下 测定 光 吸 收 值 。 

制备 葡萄 糖 和 糖 原 溢 液 的 标准 曲线 并 进行 比较 ， 注 意 在 
糖 原 中 的 葡萄 糖 是 以 糖苷 形式 (CHL) 存在 ， 它 的 分 子 量 
是 162，, 而 不 是 180。 检查 商品 糖 原 各 样品 的 纯度 。 

实验 6.13 Somogyi-Nelson 法 测定 还 原型 糖 

- 原理 

糖 和 酒石酸 铜 的 碱 性 溶液 一 起 加 热 , 产 生 氧 化 亚 铜 ,后 者 
和 砷 钼 酸 盐 反应 得 到 钼 蓝 ; 用 比 色 计 测 定 此 深蓝 色 。 在 反应 
混合 物 中 加 入 硫酸 钠 以 减少 大 气 中 的 氧 进入 溶液 中 ， 因 为 氧 
的 带 人 会 使 氧化 亚 铜 再 被 氧化 。 

所 测 得 的 标准 曲线 在 某 种 程度 上 与 被 测 的 糖 的 种 类 有 
关 , 因 此 这 种 方法 不 适 于 测定 多 种 还 原 糖 的 复杂 混合 物 。 

在 进行 测定 之 前 必须 除去 样品 中 的 蛋白 质 ， 用 氧 氧化 锌 
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tT “> es Sm 电站 en“ ae ae =” 
; 


wh 第 


作为 蛋白 质 沉淀 剂 可 以 得 到 中 性 无 蛋白 溶液。 
pat RES a 100 
eH 1. 碱 性 酒石酸 铜 溶液 (4 FE CuSO, - 5H,0,24 3 = 2 FE 
% 无 水 Na,CO;, 16 克 酒 石 酸 钠 (Rechelle 盐 和 
a 180 克 无 水 NaSO, 溶 于 水 中 ,加 水 至 1 升 ) 
3 2. Nelson 氏 砷 钥 酸 盐 试剂 (商品 供应 ) 2Ft 
3. PRUE: Ae (A, RE 1 克 / 
& 升 的 饱和 甲酸 溶液 ) 50 毫升 
到 4. 测 定 用 标准 糖 母液 (葡萄糖 、 果糖 和 麦芽 糖 ， 
ie 贮存 液 用 前 稀 杰 10 倍 , 使 溶液 中 糖 为 100 Fe 
克 / 毫 升 ) 100 毫升 
bE 5. 某 些 “ 未 知 ” 糖 液 100 毫升 轩 
6. 硫酸 锌 (50 克 / 升 的 ZnSO, - 7H2O) 250 毫升 
a 7. ZAM (0.3 克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
iq 8. 沸 水 浴 5 只 
方法 .人 
B 吸取 0.1 毫升 测定 液 ( 含 糖 50 一 150 HIE), MNF 1.5 毫升 
@ 水 中 ,充分 混合 。 再 加 入 0.2 BIBRA MMR 0.2 毫升 硫 
酸 锌 水 溶液 ,彻底 振 摇 并 离心 " 取 1 毫升 上 清 液 进 一 步 分 析 。 
i 在 上 述 1 ETRE A 1 TRAE 4 iA 
, 混 匀 。 管 项 放 一 颗 玻 璃 球 , 于 沸水 浴 中 加 热 15 分 钟 , 随后 在 
a — 冷水 中 冷却 再 加 入 1 毫升 砷 钼 酸 盐 试剂 ， 放 置 工分 钟 直 至 气 
4 泡 消失 。 用 水 稀释 蓝 色 溶液 至 终 体积 10 毫升 (或 至 其 他 方便 
的 体积 ), 在 510 毫 微米 读 光 吸 收 值 。 在 660 毫 微米 下 测 光 吸 


WE, 灵敏 度 会 增加 , 但 是 测定 时 选择 了 较 低 的 波长 (510 & 

“ie MOK) ,为 的 是 减少 空白 试剂 的 变化 和 氧化 亚 铜 的 再 氧化 的 影 
响 。 

AM AEB, FOREMAN ASE 
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些 , 有 的 长 些 。 
实验 6.14 用 葡萄 糖 氧化 酶 (8-D- 葡 萄 糖 ; 氧 的 氧化 还 
JABS, 1.1.3.4) 测定 葡萄 糖 
原理 
葡萄 糖 氧 化 酶 是 在 Penicillium notatum 的 生长 培养 基 中 
找到 的 一 种 酶 ， 它 催化 6-D- 呐 喃 型 葡萄 糖 氧化 生成 D- 葡 萄 
糖 酸 -1, 5- 内 酯 , 并 产生 过 氧化 氢 ， 然 后 内 酯 慢 慢 地 水 解 成 
_D= 葡 萄 糖 酸 。 此 酶 对 8-D- 呐 哺 葡 萄 糖 有 专 一 性 ,但 大 多 数 
酶 制剂 中 含有 变 旋 酶 , 它 催 化 -和 8- 型 的 互 变 。D- 甘 露 糖 和 
_D- 木 糖 也 能 被 此 酶 水 解 ， 速 率 为 D- 葡 萄 糖 的 目 分 之 一 左右 ; 
而 其 它 常 见 的 糖 类 中 起 干扰 的 只 有 D- 半 乳糖 , 它 被 水 解 的 速 
率 才 只 有 D- 葡 萄 糖 的 千 分 之 一 。 因此 本 方法 对 葡萄 糖 是 高 
度 专 一 的 。 在 反应 混合 物 中 加 入 过 氧化 物 酶 和 邻 - 联 甲 苯胺 ， 
则 氧 原子 能 从 过 氧化 氢 中 释放 出 来 ,并 和 和 邻 - 联 甲 苯胺 反应 产 
生 蓝 颜色 。 在 室温 下 此 反应 很 快 , 但 产生 的 颜色 不 稳定 , 因 
此 所 有 的 测定 管 必须 在 同时 间 内 读数 。 委 规 时 间 大 约 是 8 分 
钟 ,但 须 预先 用 标准 的 葡萄 糖 溶 祖 校准 。 
8-D- 呐 喃 型 葡萄 糖 十 FAD = D- 葡 萄 糖 酸 -1.5- 内 本 


十 FADHL 
D- #4 4g Fa R-1.5-Ais + HO —> D- 葡 萄 糖 酸 
FADH, + O, = H,O, 十 FAD 


p-D- 陵 喃 型 葡萄 糖 十 HO+O, 一 > D- 葡 萄 糖 酸 + H,0, 
已 报道 邻 - 联 甲 共 胺 是 致 冶 物 ,因此 操作 要 小 心 ， 不 能 用 
He AR 


材料 100 
1. eee Se (100 克 / 升 ZnSO, - 7H2O ) 200 毫升 
2. FS RD (93 毫克 分 子 / 升 ) 2 升 


3. 硫酸 钠 -硫酸 冬 试 剂 《 取 55 毫升 硫酸 锌 用 硫酸 
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钠 深 液 稀释 至 1 升 ) 四 


4. BAU (0.5 克 分 子 / 升 ) 250 毫 升 ， 
5. 酯 酸 缓冲 液 (0.15 克 分 子 / 升 pH5) 由 
6. 葡 萄 糖 氧化 酶 溶液 (Formcozyme， 购 目 Hu- 
ghes 和 Hughes 公司 。 贮 存 于 4°C) 50 Ft 
7 SUC is es / BANE F 4°) 50 毫升 
8, 4b-e PAK se 克 / 升 无 水 乙醇 ,棕色 瓶 保 
存 ) 50 毫升 


9 .复合 的 邻 - 联 甲 苯胺 试剂 (150 毫升 醋酸 缓冲 
液 ，! 毫升 葡萄 糖 氧化 酶 ，!1 毫升 过 氧化 物 
i, 1 毫升 联 甲 苯胺 ， 在 棕色 瓶 内 4 保生， JL 
周 内 都 有 活性 ) eS. 3 
10. Ajay PRE (0.1 克 / 升 新 鲜 配 制 ) 100 BF 
方法 
mee ROI 毫升 测定 液 ( 血 等 ) MANGAS | 
”毫升 硫酸 钠 -硫酸 锌 试剂 的 离心 管 中 。 再 加 入 41 毫升 05 殉 
分 子 / 升 的 氢 氧 化 钠 ,离心 , 取 上 清 液 1 Bio 
空白 管 ” ”为 于 毫升 H,03 
标准 管 : 1 SHS EPR REV ATT RIS 3 
各 管 中 加 入 5 毫升 复合 的 联 甲 苯胺 试剂 ,充分 混合 , 藉 确 
的 放置 8 分 钟 , 625 BACK PME. 
采用 Somogyi-Nelson 法 和 葡萄 糖 氧 化 酶 法 可 测 出 含有 葡 
萄 糖 和 果糖 的 混合 物 中 二 者 的 含量 ， 例 如 二 者 在 峰 塞 中 的 含 
量 。 
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实验 6.15， 糖 原 和 其 他 多 糖 的 酸 水 解 
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Re 

WER YE BAG SR IENY cl-4 和 cl-6 糖 音 键 的 酸 水 
解 是 完全 随机 的 ,虽然 终 产 物 是 葡萄 糖 , 却 有 一 系列 的 寡 糖 作 
为 中 间 产 物 出 现 。 | 

其 他 的 多 糖 ， 有 的 比 水 解 糖 原 更 容易 些 ， 有 的 则 更 困难 


些 , 其 中 有 几 个 用 做 本 实验 的 对 象 。 
材料 100 
1. 大 鼠 肝 糖 原 制剂 ,来 自 实 验 10.14 1 克 
2. 其 他 的 多 糖 , 如 纤维 素 , 菊 粉 . 几 丁 质 1 克 
3. 盐 酸 (2 克 分 子 / 升 ) 1 升 
4. 氧 氧化 钠 (4 克 分 子 / 升 ) ， 1 升 
5. 弱 的 阴离子 交换 树脂 三 
6. 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 (实验 9.9) ， 2 升 
方法 


在 10 BFKPBAA 50 毫克 的 糖 原 。 在 一 套 7 支 测定 
管 中 各 加 入 工 毫 升 糖 原 咨 液 。 再 加 1 毫升 水 和 2 毫升 2 克 分 
子 / 升 的 HCI， 于 沸水 浴 中 加 热 ， 管 顶 放 玻 璃 球 防止 水 分 过 
多 的 丢失 。 以 适宜 的 间隔 时 间 取 出 一 管 , 直到 水 解 达 1 小 时 。 
每 管 加 入 工 毫 升 4 克 分 子 / 升 NaOH 中 和 , 按 实验 9.9 所 述 的 
用 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 测定 总 的 还 原 能 力 。 画 出 糖 原 的 处 解 趋 
势 ; 并 和 其 它 多 糖 作 比较 。 

另外 , 取 2 SIR AKI 2 BH 2 克 分 子 / 升 HCI， 按 
上 述 水 解 工人 小时， 冷却 后 ， 分 批 加 和 人 羟基 型 的 弱 阴 离子 交换 
剂 , 直 至 混合 物 pH 接近 中 性 , 倾 出 清流 OREN AR 
用 最 适宜 的 条 件 用 其 它 多 糖 重复 上 述 的 水 解 。 

实验 6.16 a-, 8- 淀 粉 酶 水 解 糖 原 

原理 

cx- 证 粉 酶 专 一 地 水 解 糖 原 中 的 c1-4 糖苷 键 ,而 对 纤维 素 
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中 的 PRL ATE. cl1-6 键 以 及 在 麦 菠 糖 中 的 葡萄 糖 残 
基 间 的 1-4 糖 背 键 也 不 被 水 解 。 水 解 是 随机 的 ;并 生成 一 系 
列 的 中 间 产 物 。 终 产物 主要 是 麦芽 糖 , 还 有 一 些 葡 萄 糖 和 麦 
芽 三 糖 。 水 解 过 程 中 还 原 性 末端 基 团 数目 的 增加 是 可 用 二 硝 
基 水 杨 酸 试剂 监测 的 ,其 最 终 产物 以 层 析 法 鉴定 。 | 
高 等 植物 的 8- 淀粉 酶 催化 o- 1-4 BEEK, PRA 
芽 糖 ,此 酶 是 一 个 外 切 淀 粉 酶 , 它 能 从 键 的 非 还 原型 的 游离 端 “ 
切 下 卖 芽 糖 , 当 切 至 链 的 分 枝 点 时 ,降解 作用 和 停止 ， 剩 留 下 一 
种 不 完全 水 解 的 糊 精 。 命名 此 种 酶 为 6- 淀粉 酶 是 因为 它 的 。 
起 始 产物 为 8- 型 麦芽 糖 。 但 以 后 形成 的 还 是 w- 和 8- 麦芽 
糖 的 平衡 状态 的 混合 物 。 如 o- 淀粉 酶 那样 ,其 水 解 的 进程 和 
程度 也 是 通过 测定 所 产生 的 还 原型 糖 的 量 来 显示 。 


材料 8 100 
1.c- 淀 粉 酶 (来 自 唾 液 ), 5- 淀粉 酶 (来 自 植物 ) 一 
2. 大 鼠 肝 糖 原 制 齐 1 
3. 磷酸 盐 缓冲 液 0.1 354 F/Ft, pH6.7) ~ 

含 NaCl 0.05 克 分 子 / 升 由 1 升 
4. 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 (实验 9.9) ) ASO 
5. 37°C 1K 1 
方法 


以 10 毫升 缓冲 液 溶解 50 毫 克 糖 原 , 于 7 支 一 套 测定 管 中 
各 加 工 毫 升 。 再 加 3 毫升 用 水 1:100 稀释 过 的 唾液 , 37"c 保 
BZ 1 Net, 其 间 每 隔 合适 的 间隙 取出 一 管 , 补 加 毫升 水 
再 加 :毫升 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 终止 反应 。 

另外 ,在 含 2 毫升 糖 原 溶液 的 试管 中 加 大 6 BH o- HH 
酶 , 37°C 保温 1 小 时 ,采用 混合 树脂 将 样品 脱盐 ;, 取 上 清 该 层 ， 
析 。 
用 合适 稀释 度 的 8- 淀粉 酶 制剂 代替 唾液 ， 重 复 上 述 实 。 
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) 验 ,测定 释放 出 的 还 原型 糖 的 量 。 并 和 o- MAKES 
的 麦芽 糖 的 量 进行 比较 ,计算 出 8- 淀粉 酶 (c-1, 4 RS 
芽 糖 水 解 酶 , 3、2、1、2) 糖 原 的 水 解 百分比 。 

实验 6.17 ” 糖 原 的 酸 水 解 和 酶 促 水 解 产物 的 层 析 鉴 定 

采用 下 行 纸 层 析 或 薄 层 层 析 (实验 3.10 和 3.12) 鉴定 水 
解 产物 。 以 最 可 能 出 现 的 糖 同时 走 层 析 作 标准 点 。 

实验 6.18 “用 肌肉 磷酸 化 酶 分 解 糖 原 和 产生 葡萄 糖 -1- 
磷酸 

。 原理 

在 饱 食 的 动物 肝脏 和 肌肉 中 存在 着 大 量 的 糖 原 ， 在 两 餐 
之 间 , 这 种 贮存 的 糖 为 了 提供 能 量 而 被 降解 。 这 个 代谢 的 第 
一 步 是 用 磷酸 化 酶 裂解 糖 原 分 子 。 一 次 反应 , 酶 从 分 子 的 直 
链 部 分 切 下 一 个 葡萄 糖 单位 ， 并 催化 此 葡萄 糖 与 无 机 磷 生 成 
葡萄 糖 -1- 磷 酸 (G-1-P)。 


Gate, +P, 2". Gap, + arene 


葡萄 糖 背 键 借 水 来 裂解 称 为 水 解 ， 而 借 磷 酸 的 裂解 称 为 
磷酸 解 ,所 以 这 个 酶 称 为 磷酸 化 酶 。 它 很 容易 发 生 逆 反应 ,但 
在 体内 无 机 磷 的 浓度 是 处 于 有 利于 分 解 而 不 是 合成 的 平衡 状 
态 。 
”， 为 了 保持 酶 蛋白 的 统 基 (—SH) 处 于 还 原型 形式 , ER 
应 混合 物 中 含有 半 胱 氨 酸 ， 而 所 化 物 的 存在 是 为 了 抑制 磷酸 
葡萄 糖 变 构 酶 ,此 酶 可 催化 G-1-P 变 成 G-6-P。 加 入 AMP 
可 使 此 酶 呈现 最 大 活力 ， 因 为 磷酸 化 酶 确实 存在 有 a 和 两 
种 形式 ,只 有 在 AMP 存在 下 b 型 酶 才 有 活力 。 

生成 的 G-1-P 可 以 饥 盐 的 形式 分 离 出 来 ， 它 是 一 种 半 
缩 醛 , 易 被 稀 酸 〈0.5mol/ 升 HSO4) 水 解 成 葡萄 糖 和 磷酸 。 反 
应 在 100%c 下 10 分 钟 就 全 部 完成 ,这 反应 可 用 来 检查 产物 是 
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谷 是 化 学 计量 的 。 
材料 
1. 糖 原 磷 酸化 酶 
2.8- 甘 油 磷 酸 钠 缓冲 液 (10 毫克 分 子 / 升 pH6.8 : 
含 半 胱 氮 酸 3 毫克 分 子 / 升 和 NaF 0.1 Ha q 
¥/F) : He RS 500 毫升 ， 
3. 糖 原 ( 溶 于 0.26 克 分 子 / 升 磷酸 缓 液 btH658 中 避 ， 
其 浓度 为 1.6% W/V， 并 含 半 胱 氮 酸 6 毫克 
分 子 / 升 ，AMP,2 克 分 子 / 升 ,和 NaF 0.2 克 | 


F/I) 500 毫升 
4. 淀 粉 酶 100 
5. APB (200 克 / 升 ) ~ 二 250 BEF 
6. 酚 红 指 示 剂 (10 克 / 升 乙醇 ) i aa 
7. RACH (2 克 分 子 / 升 ) ) Wi) SORT 
8. HR CL DTI) 3 500 毫升 
9. 无 水 乙醇 ‘ 1 升 
10. 测 磷 试 剂 (实验 4.3) wees | 
11. 沸 水 滩 50 个 
12.37°C 水 浴 | | 204 
13. fi (25 毫升 ) a | 504 
14. HERES eae. 4 
15. 测 还 原型 糖 的 试剂 (实验 6.13) th att 
16. 葡 萄 糖 -1- 磷 酸 (10 毫克 分 子 / 升 ) ”100 毫升 
本 17. 葡萄 糖 -6- 磷 酸 (10 毫克 分 子 / 升 ) 100 毫升 
be 方法 人 
a 保温 5 毫升 8- 磷酸 甘油 缓冲 液 和 5 毫升 糖 原 溶液 
i RAGE PRA, F 37°C 平衡 10 分 钟 , 加 入 0.2 毫升 经 Be 


酸 甘 油 缓冲 液 适当 稀释 的 磷酸 化 酶 ,开始 反应 。37%C 保温 30 


Bt e 1926 | 


Sieg atta za ag tia ARI ck a a 
4 4 Re pant 


ae JOSE UCT Okt fh 2 分钟 以 停止 反应 。 


分 离 “， 把 试管 用 自来水 冷却 ,加 入 工 章 升 演 粉 酶 深 液 ， 


i SIRE 30 DSIRE. REMREORIBIS.IMA 2 
Fie DA A 2 滴 酚 红 指 示 剂 ,再 逐 滴 加 入 1 克 分 子 / 升 
的 NaOH 直至 显 粉 色 。 充分 混合 后 , 用 桌 上 离心 机 的 最 高 
速度 离心 除去 磷酸 盐 沉 淀 , 小 心 分 出 上 清 液 , 测量 体积 , BA 
烧瓶 中 ,加 3 倍 体积 的 无 水 乙醇 。 摇 匀 后 , 冰 中 放 30 分 钟 。 此 
条 件 下 形成 的 沉淀 是 葡萄 糖 -1- 磷 酸 的 饥 盐 。 倒 去 上 清 液 , 悬 
浮 液 用 桌 上 离心 机 最 高 速度 离心 10 分 钟 , 倾 弃 上 清 液 , 将 离 
心 管 倒置 滤纸 上 吸 去 多 余 溶液 , 加 入 4 毫升 HO 于 沉淀 中 ， 
再 重复 上 述 沉淀 的 步骤 。 

测量 FSH KAM, MH 2 毫升 加 入 含 2S 
升 工 克 分 子 / 升 HSO, 的 试管 中 。 充分 混和 ， 放 沸水 浴 中 
加 热 10 分 钟 。 用 自来水 冷却 ， 再 加 入 2 毫升 2 克 分 子 / 升 
NaOoH， 中 和 反应 液 ;离心 ,并 用 本 书 介绍 的 方法 测 上 清 液 中 
的 还 原型 糖 和 磷酸 盐 。 另 取 2 毫升 磷酸 酯 的 样品 于 含 2 毫升 


H,SO, 的 试管 中 ， 并 立即 加 入 NaOH; 试管 不 放 沸 水 浴 中 加 - 


热 。 这 个 没有 水 解 的 对 照管 也 测 其 磷酸 盐 和 还 原型 糖 。 由 糖 
和 磷酸 盐 来 计算 G-1-P 产量 以 证 实 水 解 的 完全 。 
将 10 毫克 分 子 / 升 的 标准 葡萄 糖 -1- 磷 酸 和 葡萄 糖 -6- 磷 
酸 贮存 溶液 稀释 成 1 毫克 分 子 / 升 让 度 ， 酸 水 解 后 进行 测定 。 
Fl Lk Ge Rett Lb BE 
Ht Lpaig 
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脂 类 的 分 类 及 其 生物 学 作用 


脂 类 是 天 然 存在 的 一 类 长 链 脂肪 酸 脂 的 化 合 物 。 这 类 物 
质 不 溶 于 水 ,而 溶 于 脂肪 溶剂 ,如 : ”丙酮 、 CR. AGRA. 
用 碱 水 解 脂 类 ( 亦 叫 皂 化 作用 ) 产 生 醇和 相应 的 脂肪 酸 钠 盐 或 
钾 盐 ;这 些 水 解 产 物 可 以 溶 于 水 。 脂 类 从 化 学 结构 上 主要 可 
以 分 为 两 大 类 : 简单 脂 和 复合 脂 。 类 固 醇和 脂 溶 性 维生素 由 
“于 它们 具有 类 似 的 脂 溶 特性 ,因此 也 将 它们 归于 脂 类 , 称 为 衍 
生 脂 。 但 是 许多 衍生 脂 是 醇 类 而 不 是 脂 类 ， 因 此 不 能 被 皂 
化 。 


简单 脂 | | 
Meta ”甘油 和 脂肪 酸 构成 的 酯 称 为 酰基 甘油 酯 
或 叫 甘油 酯 。 甘油 分 子 上 三 个 羟基 均 能 酯 化 而 生成 甘油 一 
酯 \. 甘 油 二 酯 和 甘油 三 酯 。 其 中 的 三 个 脂肪 酸 可 以 相同 ,也 可 

以 不 同 。 甘 油 三 酯 皂 化 时 又 可 得 到 甘油 和 脂肪 酸 。 

CH,O . COR,， CH2OH R,COOK 

CH - OCOR, + 3KOH 一 > CHOH + R,COOK 

(CH, -O- COR, CH,OH R,COOK 

Hth= Aa 甘油 脂肪 酸 钾 盐 
虽然 我 们 知道 有 甘油 一 酯 .甘油 二 酯 的 存在 ,但 是 在 自然 
MAH w= RRA ERB. 酰基 甘油 酯 分 子 不 带电 
傈 ,为 此 也 称 其 为 中 性 脂肪 。 此 外 ,根据 甘油 三 酯 在 室温 下 为 
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固体 还 是 液体 ,又 分 别称 为 脂肪 或 油脂 。 q 
isk ”自然 界 发 现 的 脂肪 酸 种 类 很 多 ， 表 71 列 举 _ 
绎 最 贡 见 的 脂肪 酸 。 虽 然 己 知 有 支 链 和 环 状 脂肪 酸 ， 但 大 部 ， 
分 天 然 脂肪 酸 为 具有 偶数 碳 原子 的 直 链 。 许 多 脂肪 酸 是 不 饱 
和 脂肪 酸 。 一 个 甘 狂 三 酯 的 脂肪 酸 分 子 中 引信 双 键 则 会 降低 
该 物质 的 熔点 ， 因 此 由 大 部 分 为 饱和 脂肪 酸 的 甘油 三 酯 构成 


的 动物 脂肪 在 室温 下 为 固体 ， 而 蔬菜 和 鱼油 主要 含 不 饱和 脂 


肪 酸 , 在 室温 下 为 波 体 。 另 外 ;脂肪酸 分 子 引 人 双 键 后 ,存在 两 
种 可 能 的 几何 构 型 , 即 顺 式 和 反 式 两 种 异 构 体 ,所 Sinead ay 


然 Fe FE 罕见 的 ° 
CH(CH,),CH, CH,(CH,),CH 
CH(CH,),COOH_ CH(CH,),COOH 
顺 式 RX 
R11 生物 体 中 普遍 存在 的 脂肪 酸 — 
俗名 It FH Ff 
饱和 脂肪 酸 | 
月 桂 酸 CH,(CH,),,COOH 1220 
bee CH,(CH, ),,COOH 14:0 
棕榈 酸 CH,(CH, ),,COOH 16:0 
硬 脂 酸 CH,(CH, ),,;COOH 18:0 
不 饱和 脂肪 酸 
ee CH,(CH, ),CH=CH(CH, ),COOH 18:14? 
亚 油 酸 CH,(CH,),CH=CH - CH, . CH 1822459012 © 
=CH(CH,),COOH Mi 
亚麻 酸 CH,CH,CH=CH - CH, - CH=CH “18534 
- CH, - CH=CH(CH, ),COOH | 
Hmowae CH,(CH, ),(CH=CHCH, ),CH 2024405 .8ottyts 
=CH(CH, ),COOH 


表 7.1 中 给 出 了 脂肪 酸 一 种 简单 的 符号 。 第 一 个 数字 表 
it LAS DRAFTER, Bo VEER ELA 
后 面 的 数字 指示 分 子 中 双 键 的 位 置 。 例 如 , 硬 脂 酸 标 有 18:0， 
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别 在 第 9 一 10 和 第 12 一 13 位 碳 原子 之 间 。 

从 以 上 概要 介绍 清楚 说 明 ， 天 然 的 酰基 甘油 酯 是 极 复杂 
的 混合 物 ， 因 为 在 甘油 分 子 中 脂肪 酸 的 数目 和 排列 组 合 确实 
是 很 多 的 。 
SRR eRe) 机体 摄 取 的 脂肪 大 部 分 为 
三 酰基 甘油 酯 ,这 些 化 合 物 在 肠 道 被 脂 酶 部 分 降解 ,然后 在 肠 
粘膜 王 再 酯 化 。 脂 肪 通过 淋巴 系统 以 乳 糜 微 粒 形式 被 输送 到 
看 液 。 乳 糜 微 粒 是 一 些 直径 从 0.1 一 1 微米 的 脂肪 小 滴 , 其 中 


天 部 分 是 甘油 三 酯 ， 包 着 胆固醇 和 脂 蛋 白 外 壳 。 然 后 这 种 脂 


质 可 以 在 肝脏 氧化 以 提供 能 量 ， 或 者 以 库存 脂肪 形式 沉积 在 
动物 体 的 特定 部 位 起 长 期 食品 贮备 和 热 绝缘 体 的 作用 。 在 某 
些 种 子 里 ,甘油 三 酯 又 以 油 的 形式 贮存 。 

里“ 一 个 分 子 量 比较 高 的 脂肪 族 醇 和 一 个 长 链 脂肪 酸 


构成 的 酯 为 蜡 。 例如 蜂蜡 是 一 种 由 蜂蜡 醇和 标 榈 酸 构 成 的 


Bo 
蜂蜡 (三 十 烷 基 十 六 酸 酯 ) CaoHaO - COC,5H,, 
这 些 化 合 物 一 般 作 为 不 透水 的 外 壳 , 使 细胞 对 抗 感染 、 机 
械 损 伤 和 保持 丰富 的 水 分 。 苹 果 表 面 上 发 亮 的 一 层 物质 就 是 
蜡 的 例子 之 一 。 


复合 脂 


”复合 脂 完全 水 解 后 ,除了 产生 一 般 的 醇和 脂肪 酸 外 ,至 少 
还 产生 一 个 其 它 化 合 物 。 这 些 化 合 物 是 细胞 膜 结构 的 主要 成 
分 ,将 在 以 后 详细 讨论 。 

RR KSA AMIE, CMAN 
为 丰富 。 磷 脂 在 化 学 结构 上 类 似 于 三 酰基 甘油 酯 ， 是 甘油 的 
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脂肪 酸 酯 ， 但 是 它 含 有 为 醇 (X ) 酯 化 的 磷酸 。 磷 脂 的 一 般 分 
子 式 为 : 
CH,O - COR, 
L-RwB HHA Ste cae re) 
CH,0— P —O—X 
rr 
甘油 分 子 上 第 二 位 上 的 碳 原 子 是 不 对 称 碳 原子 ， 并 且 天 然 存 
在 的 磷脂 是 如 上 例 举 的 工 型 。 
表 2 中 指出 四 种 最 常见 的 磷脂 ， 它 们 是 以 结合 到 磷酸 残 
基 上 的 醇 而 命名 的 ( 醇 磷 酸 甘油 酯 或 者 磷脂 酰 醇 )。 最 丰富 的 
磷脂 之 .一 含有 胆 碱 ， 因 此 也 叫做 胆 碱 磷酸 甘油 酯 或 叫 磷脂 本 
胆 碱 。 
表 7.2 一 些 天 然 的 磷脂 类 


名 称 醇 的 部 分 
胆 碱 磷酸 甘油 酯 —CH,CH,N*(CH;), 
乙醇 胺 磷酸 甘油 酯 —CH,CH,NH, 
丝氨酸 磷酸 甘油 酯 —CH,CH(NH,)COOH 
肌 醇 磷酸 甘油 酯 


HO 
OH 
OH 
OH 一 一 
缩 醛 磷脂 缩 醛 磷脂 的 结构 与 磷酸 甘油 酯 很 相似 ， 只 
是 其 中 1 位 上 的 脂肪 酸 通 过 乙烯 基 配 键 连 到 甘油 分 子 土 ,而 
不 是 通常 的 酯 键 相 连 。 
CH,--O —CH=CH—R, 
samt @RR R.CO- Ora ae O 
ea amo gh a 
a 
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FEA ”神经 脂 类 以 神经 氨基 醇 或 者 有 关 化 合 物 作 


CH=CH(CH,),,CH, - 
/ CHOH ~ 
神经 氨基 醇 | 
CHNH, 


| 
CH,0OH 


BLUR PEAR IM es . HPAL SA AEBS AY —- Ae 2 eR LY Fe 
化 ,脂肪 酸 残 基 作 为 氨基 的 酰基 衍生 物 而 存在 。 一 般 来 说 , 神 
经 脂 类 代谢 比 磷脂 类 慢 ， 构 成 了 细胞 中 较 稳 定 的 结构 。 例 如 
作为 神经 纤维 绝缘 体 的 伐 磷 脂 鞘 的 神经 磷脂 在 成 年 个 体 中 是 
不 代谢 的 。 

糖 脂 ”顾名思义 ， 糖 脂 含 有 糖 类 和 脂 质 两 部 分 。 脑 苷 
脂 类 与 神经 磷脂 结构 相似 ， 只 是 半 乳 糖 替 换 了 磷酸 胆 碱 。 神 
经 书 背 脂 类 是 神经 氨基 醇 的 另 一 个 衍生 物 ， 其 中 神经 氨基 醇 
的 醇 基 接 上 一 个 含有 N- 乙 酰 神经 氨基 酸 的 误 糖 链 。 AEH 
类 在 神经 组 织 中 含量 丰富 ,特别 是 脑 昌 质 部 分 ,而 神经 节 苷 脂 
类 则 在 灰质 中 含量 很 高 。 


H=CH(CH,):2CHs pape i \ 
HOH . HOH 
*NH-OGR, H*NH-OCR, 
| oO | H,0H 
H, o-}-cH, CH, N(CH;)s H,-—0 H 
b A 
OH ¢ 
Tea TES 脑 童 脂 类 


meso ， 在 生物 体 中 脂 类 向 和 与 蛋白 质 结合 形成 脂 蛋 
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由 复合 物 。 可 溶性 脂 蛋白 与 血液 中 脂 质 的 运送 有 关 。 而 不 湾 
性 脂 蛋 白 则 是 许多 生物 膜 的 重要 构成 成 分 ,例如 内 质 网 膜 - 叶 
RAK IL, RN SWE RS ES | 


衍生 脂 类 q 
关 国 醇 ”类固醇 能 溶 于 一 般 的 脂 溶 剂 ， 但 是 其 中 大 部 
分 不 能 皂 化 。 由 于 类 固 醇 具有 与 脂 相 似 的 溶解 特性 ， 因 此 通 


IEE MAHER. 所 有 的 类 国 醇 都 其 有 17 个 态 原 于 的 环 站 
Tn BARA TE AEA FTA 


当 一 个 组 分 位 于 环 平面 之 上 , 称 为 8 aI, SR, TE 
组 分 位 于 环 平面 之 下 ,为 “结构 , 基 团 位 置 用 虚线 表示 。 
”类 男 醇 广泛 存在 于 高 等 动物 体内 ,它们 具有 一 系列 功能 ， 
例如 类 固 醇 中 最 多 的 胆固醇 存在 于 许多 动物 细胞 膜 肉 ， 并 且 
是 很 多 其 它 类 固 醇 的 重要 前 体 。 


H,C 


Bare 
es H,C 
- Sx | 

HO” ag 


胆汁 酸 胆 酸 和 脱氧 胆 酸 与 消化 和 吸收 脂肪 的 功能 有 关 ， 
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《 视 黄 醇 ) 
oH, CH， CH, 


| 4 
_ a 


维生素 D, 
.( 胆 钙化 醇 ) 


HiC、 wr 
Oxy | H, 


i 
| 
es cH, CH, cH, cH, 


A AAADNA cu, 


FER TAIBEAS Wee _L WR BZ a WE BAR. TT EL 
动物 中 调节 水 和 电解 质 平衡 。 还 有 许多 其 它 的 激素 是 类 固 醇 
类 ,它们 在 化 学 结构 上 只 要 有 轻微 变化 ,对 其 生物 活性 即 有 极 
大 的 影响 ,例如 下 面 介绍 的 性 激素 。 
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Rs HiC 上 
RE Ge i 
H,C | H,C a | 

wad ex 

罕 柄 (一 种 男性 激素 ) 孕 柄 (一 种 女性 激素 ) 


脂 溶性 维生素 这 些 化 合 物 被 发 现存 在 于 天 然 脂 肪 食 
物 中 ,由 于 它们 的 溶解 性 质 也 将 其 归 人 脂 类 。 


膜 


电子 显微镜 下 可 以 清楚 地 观察 到 膜 ， 它 们 是 组 成 细胞 结 
构 的 基本 成 分 。 简 单 的 原核 细胞 例如 Micrococcus lysodeikticus 
和 其 它 细菌 都 有 一 层 单 膜 包 在 细胞 外 。 高 等 有 机 体 中 的 真 核 


细胞 也 具有 一 层 细 胞 膜 , 此 外 还 含有 其 它 与 膜 有 关 的 结构 , 例 、 


如 核 ` 线 粒 体 和 溶 酶 体 。 这 些 膜 有 效 地 将 细胞 彼此 分 开 , 也 将 
细胞 分 划 为 若干 性 质 不 同 的 含水 区 域 。 膜 同样 也 是 组 织 许多 
酶 和 运送 系统 的 基本 结构 。 大 部 分 膜 由 40 多 脂 和 60 多 蛋白 
质 与 其 它 一 些 糖 类 和 离子 组 成 。 


膜 脂 质 大 部 分 由 磷脂 分 子规 则 地 排列 组 成 5 由 于 在 同一 
Fh, MIRAMAR ABE KKMRKE, 这 种 化 合 物 称 作 兼 性 
分 子 (图 7.1)。 

许多 磷脂 也 是 两 性 离子 ,因为 在 中 性 pH 时 , 胆 碱 磷酸 甘 
油脂 和 乙醇 胺 磷酸 甘油 脂 分 子 的 磷酸 盐 基 带 负电 荷 ， 碱 基 则 
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x 
5 “9 极 性 区 


9 9 ，， 非 李 性 区 
G=0 《-o 。。 弹 合 在 一 起 的 
脂肪 酸 烃 键 
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(a) 空气 一 水 界面 (b) 腊 


‘er... aa 


7.2 在 空气 -水 界面 上 和 在 膜 中 磷脂 分 子 间 的 结合 


带 正 电荷 ;而 丝氨酸 磷酸 甘油 脂 ， 磷 酸 盐 基带 正 电 谷 , 大 基 市 
负电 荷 。 另 一 个 连接 到 磷酸 盐 残 基 上 的 普通 极 性 基 团 征 山 
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醇 , 但 肌 醇 不 带电 。 这 样 极 性 端 基 团 的 结构 决定 了 膜 上 电荷 


的 数量 和 分 布 。 


磷脂 极 性 区 亲 水 ， 需 要 水 环境 ， 而 芝 水 部 分 排 尺 其 附近 导 
的 水 ,并 与 其 它 分 子 的 杖 水 区 相 结合 以 提高 其 业 。 这 样 ,磷脂 
分 子 在 水 溶液 表面 上 进行 自我 调整 ,使 极 性 区 在 水 里 , 烷 基 侧 


链 在 空气 中 (图 7.2(a))。 膜 上 的 情况 相似 ， 其 烷 基 侧 链 结合 


形成 一 脂 质 双 层 (图 7.2(b))o 1925 3 Corter 和 Grendal a 


先 提 出 膜 的 脂 质 双 层 概 念 。 
。 膜 上 胆固醇 和 其 它 脂 类 


膜 上 发 现 的 许多 其 它 脂 质 也 是 装 性 脂 分 子 ， 它 们 使 膜 具 
有 各 种 特性 。 许 多 糖 脂 决定 了 细胞 和 组 织 的 免疫 特异 性 ， 并 


且 也 构成 细胞 表面 电荷 的 主要 部 分 。 
蛋白 质 和 膜 


1934 年 Davson 和 Danielli 对 膜 结 构 的 贡献 是 提出 了 蛋 ” 


白质 斤 人 脂 质 双 层 的 概念 ， 他 们 认为 脂 质 双 层 包 在 蛋白 质 单 


层 的 两 侧 。 这 个 意见 后 来 被 Robertson 加 以 改进 。 Robertson “ 


提出 蛋白 质 在 膜 上 是 以 伸展 的 8 构 型 存在 的 。 这 种 单位 膜 假 


Wi 
山下 


的 
性 质 (7K) CARAK FBI AK) (Be7k) 
7.3 膜 上 和 蛋白质 与 磷脂 双 层 相 结 合 的 四 种 方式 


结合 方式 附着 插 人 
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‘ 设 是 所 有 生物 膜 结构 的 基础 。 但 是 现在 已 经 为 Singer 和 
“Nicolson (1972) 提出 的 流动 镶 谨 模型 所 替代 。 | BERNE HE 
型 解释 了 膜 的 许多 物理 性 质 。 这 种 模型 是 磷脂 形成 双 层 ， 蛋 
白质 镶嵌 于 脂 质 中 ， 大 多 数 分 子 可 在 膜 平面 上 自由 移动 。 蛋 
白质 结合 到 脂 质 双 层 上 至 少 有 四 种 方式 (图 7.3)。 

。 。 膜 表 面 上 少数 蛋白 质 是 以 静电 力 结合 在 脂 质 双 层 中 ， 而 
高 浓度 盐 可 将 这 些 蛋白 质 除去 ， 但 大 部 分 蛋白 质 与 膜 结合 比 
较 牢 固 , 只 有 用 去 污 剂 或 有 机 溶剂 破坏 膜 结构 才能 除去 。 


脂 类 定性 实验 


实验 7.1 脂 类 的 溶解 度 

原理 

溶解 度 ，， 几 种 主要 的 脂 类 具有 不 同 的 溶解 特性 ， 利 用 
此 特性 可 从 生物 物质 中 分 离 和 提取 脂 类 。 

乳 浊 液 ” ”大 多 数 脂 类 可 溶 于 95% 乙醇 中 (V/V)， 但 加 
水 时 形成 细 泣 乳 浊 波 ,使 溶液 具有 奶 样 特点 ,这 对 于 脂肪 是 一 
个 很 灵敏 的 试验 。 


材料 100 
1 .脂肪 酸 ( 丁 酸 、 硬 脂 酸 和 油 酸 ) 50 克 
2: 脂 肪 和 油 ( 猪 油 黄油、 人 造 

奶油 橄榄 油 和 鳃 鱼肝油 ) 50 克 
3. 磷 脂 ( 卵 卵 磷脂 ) 50 克 
4. 胆 固 醇 50 克 
5. 溶 剂 (丙酮 \ 乙醇、 氯仿 和 乙醚 ) 1 升 
广东 


1 工 测 定 脂 类 和 脂肪 酸 在 水 中 和 上 述 几 种 溶剂 中 的 溶解 
度 ， 仔细 注意 主要 脂 类 间 的 差别 。 
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2. 取 一 满 上 述 脂 类 溶液 置 于 一 ete HOTA, 
FoI LIE RBA LAUT Mo 4 
3. 向 脂 类 的 乙醇 溶液 中 加 入 一 升水 ， 立 即 记录 混 各 

和 几 分 钟 后 的 溶液 外 观 。 

4 .向 两 个 试管 中 各 加 入 3 毫升 水 ， 其 中 一 管 再 加 2 注 租 
槛 油 , 另 一 管 则 加 2 滴 含 卵 磷脂 的 格 槛 油 溶液 ,剧烈 振 摇 以 上 
混合 物 并 且 比较 所 形成 乳 浊 液 的 稳定 性 。 卵 磷 脂 起 什么 作 
用 ? 为 什么 ? 

实验 7.2 “脂肪酸 试验 

原理 

外 化 作用 当 脂 肪 酸 和 油 与 碱 一 起 加 热 时 ， 释 出 游离 
脂肪 酸 和 甘油 ,此 过 程 称 为 皂 化 作用 。 

肥皂 生成 ”， 过 量 碱 与 释 出 的 脂肪 酸 反应 形成 钠 盐 或 钙 
盐 , 使 溶液 具有 肥皂 特点 。 肥 印 深 于 水 ， 但 加 入 过 量 氧 化 钠 ， 
则 被 沉淀 。 另 一 方面 铂 盐 和 钙 盐 不 深 于 水 ， 当 肥皂 在 硬 水 中 


AN BRS RET HL. 

材料 100 

1. Oe BA) | 50 38 

2. 植 物 油 (橄榄 油 ) 50 毫升 

3. 脂肪酸 ( 硬 脂 酸 ) 50 克 

4. 氢 氧化 钾 酒 精 咨 液 (100 克 / 升 ) 500 Ft 

5. 浓 盐酸 200 Ft 
6. 酚 栈 (10 克 / 升 ,酒精 配制 ) 100 毫升 ， 
7. 氧 氧化 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 100 毫 升 ， 
8 氧化 钙 (50 克 / 升 ) 100 毫升 ， 
9. 氧 化 镁 (50 克 / 升 ) 100 毫升 
10 酯 酸 铅 (50 克 / 升 ) 100 毫升 
方法 ‘- 
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See 把 脂肪 加 到 一 支 试管 中 , 约 0.5 BORE, 
再 加 入 是 量 的 氢 氧 化 钾 酒 精 溶 液 使 之 恰好 将 脂肪 盖 住 。 小 心 
“煮沸 约 工 分 钟 ,加 10 毫 升水 再 煮 阐 工分 钟 , 然 后 冷却 。 小 心地 
加 入 浓 盐 酸 至 溶液 刚 变 酸 ， 然 后 从 液体 表面 分 出 脂肪 酸 层 。 
此 脂肪 酸 与 水 一 起 加 热 , 缓 慢 地 加 碱 直至 溶液 清 彻 ;此 溶液 用 
于 肥皂 生成 试验 。 

肥皂 生成 “将 少量 硬 脂 酸 与 稀 碱 一 起 加 热 ， 可 看 到 肥 
皂 样 溶液 的 形成 。 用 此 液 和 皂 化 作用 中 的 溶液 做 以 下 实验 。 

1. 用 盐酸 酸化 ;你 观察 到 什么 ? 

2. 用 氧化 钠 饱和 上 述 溶液 ,注意 脂肪 酸 钠 的 析出 。 

3. 向 三 份 肥皂 溶液 中 分 别 加 入 玫 滴 氧化 钙 、 氯 化 铂 和 本 
酸 铅 溶 液 ,观察 不 溶性 盐 类 的 沉淀 。 

游离 酸 试验 ”向 酚 栈 溶 液 中 小 心 加 入 稀 碱 ， 直 至 出 现 
不 明显 而 持久 的 粉红 色 ， 然 后 将 此 溶液 逐 滴 加 至 试验 化 合 物 
的 乙醚 溶 该 中 。 如 果 存在 游离 脂肪 酸 ， 颜 色 将 消失 。 比 较 黄 
油 、 橄 槛 油 和 硬 脂 酸 的 行为 。 

实验 7.3 ”甘油 试验 

原理 

当 甘 油 和 硫酸 氢 钾 加 热 时 ,脱水 而 形成 丙烯 醛 , 后 者 具有 
特殊 的 臭 味 。 实 验 中 的 甘油 可 以 是 游离 的 或 是 结合 为 酯 的 。 


CH,OH CH, 
ee _ 加 热 、 is + H,O 
1, KHSO, | 
CH,0H CHO 
甘油 Pa RE 
材料 100 
1 .试验 样品 (黄油 \ 橄榄 油 、 硬 脂 酸 和 甘油 ) 20 克 


2. RAR 150 克 
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方法 “a 
放 一 层 硫酸 所 钙 于 试管 中 约 05 MIS 加 入 约 5 HOR 
验 样品 或 者 等 量 的 固体 后 ,再 用 硫酸 氧 钾 复 盖 并 缓慢 加 热 ; 注 ， 
意 丙烯 醛 的 特殊 刺激 性 臭 味 。 : 
实验 7.4 不 饱和 试验 
原理 
动物 脂肪 中 的 脂肪 酸 通 常 是 充分 饱和 的 ， 而 植物 油 中 的 
脂肪 酸 含有 一 个 或 多 个 双 键 。 这 些 双 键 加 氧 使 液体 的 和 植物油， 
转变 为 固体 脂肪 ,这 是 商业 上 制造 人 造 奶油 的 方法 。 
卤素 也 很 容易 加 合 到 双 键 上 。 脂 质 使 溴 和 看 溶液 脱色 说 司 


明 脂 质 分 子 中 存在 双 键 。 
CH,(CH, ), CH=CH(CH, ),COOH + Br, 
油 酸 i 


H H 
Csi 

CH, (CH,), C —C —(CH, ),COOH 
esi 


Br Br 
RBI 3 | | 
材料 100 
1. 试 验 溶 液 ( 用 乙醇 配制 橄 构 油 、 玉 米 油 、 黄 油 、 
油 酸 和 硬 脂 酸 溶液 ) “ ” | 100 Ft 
2. 溴 水 | 100 Fr 
3. ATH BC Hill AY Pp BRA Ie 100 毫升 


方法 
缓慢 地 向 试验 溶液 中 逐 滴 加 人 省 水 ， 每 轴 一 满 要 振荡 ， 直 
3) 75k Al AB £4, 0 Ek $38 L Het isk We RE as et GR AAT HR AB 6 AY 能 力 。 


脂 类 定量 分 析 


对 一 个 天 然 存 在 的 脂肪 进行 完整 的 化 学 分 析 需 要 很 长 的 昌 
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过 程 ,但 是 有 一 些 测定 ,例如 酸 值 ， 皂 化 值 和 碘 值 却 对 一 个 特 
定 脂 肪 的 组 成 和 纯度 提供 有 用 资料 。 

实验 7.5 测定 脂肪 的 酸 值 - 

原理 

脂肪 贮存 时 ， 由 于 空气 氧化 以 及 微生物 的 水 解 作用 县 出 
游离 酸 ,使 双 键 处 形成 过 氧化 物 ， 从 而 使 脂肪 可 能 变 酸 ,因此 
游离 酸 的 数量 反映 了 脂肪 的 存放 时 间 和 质量 。 

建议 每 两 个 学 生 选 一 种 脂 质 分 别 测定 (a)， 一 个 新 鲜 样 
品 ,(b) ,一 个 曾经 放置 在 空气 中 的 样品 ,然后 把 所 得 结果 与 测 
定 其 它 脂 质 的 同学 们 所 得 结果 进行 比较 。 

酸 值 是 中 和 工 克 脂 肪 中 自由 脂肪 酸 时 所 需 KOH 的 毫克 - 
数 。 


了 “材料 100 
1. 橄 槛 油 、 黄 油 和 人 造 奶 油 ( 采 用 一 个 新 鲜 样品 
和 一 个 已 在 室温 放置 几 天 的 样品 ) 200 32 
2. 脂 肪 溶剂 (95% v/v CRAM CARA SAR 
液 ， 用 酚 栈 作 指 示 剂 滴定 至 中 性 ) 6 升 
3. 酚 本 (10 克 / 升 ,乙醇 配制 ) 200 毫升 
4. 氢 氧化 钾 (0.1 克 分 子 / 升 ) 天 
5. 滴 定 管 (5 毫升 和 25 毫升 ) | 50 
方法 


精确 称 出 10 克 试验 样品 ,将 融化 的 脂肪 溶 于 大 约 50 毫升 
的 脂肪 咨 剂 中 。 向 其 中 加 入 工 毫 升 酚 栈 溶液， 彻底 混合 后 用 
0.1 克 分 子 / 升 的 氧 氧化 钾 滴定 ,直到 粉红 色 持续 20 一 30 HH 
止 。 记录 消耗 标准 碱 的 毫升 数 并 且 计 算 该 脂肪 的 酸 值 。 注 
意 : 0.1 克 分 子 / 升 所 氧化 钾 的 含量 为 5.6 克 / 升 或 5.6 毫克 / 
毫升 。 

实验 7.6 ”脂肪 的 皂 化 值 
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原理 
甘油 酯 与 碱 一 起 过 流 时 ， OK NET eR AAA 
盐 ( 肥 皂 )。 
以 每 两 个 学 生 为 一 组 测定 一 sine Disk — 种 油 ， 然 后 计算 ， 
结果 。 

皂 化 值 系 指 中 和 一 克 脂肪 完全 水 解 时 产生 的 脂肪 酸 所 需 、， 
要 的 氧 氧化 钾 毫 克 数 。 由 于 水 解 每 克 脂 肪 ， 其 脂肪 酸 碳 链 越 
长 释放 的 酸 越 少 , 因 此 皂 化 值 可 以 指示 脂肪 中 脂肪 酸 的 特性 。 


材料 100 
dp 20355 

脂肪 溶剂 (等 体积 的 95 和 乙醇 和 乙醚 ) } el Fea 
3. . 氢 氧 化 钾 酒 精 溶液 (0 5 克 分 子 / 升 ) 3 本 
4. 遇 流 冷凝 器 100 
5. 沸 水浴 +1009 
6. 酚 本 (10 克 / 升 ,酒精 配制 ) 50 毫升 
7. 盐 酸 (0.5 克 分 子 / 升 ) 37a 
8 .滴定 管 (10 毫升 和 25 毫升 ) :可 贡生 
9. 锥 形 烧 瓶 (250 毫升 ) von 2c 100 
方法 


准确 称 量 1 克 脂 肪 置 于 烧杯 中 ,并 溶 于 大 约 3 毫升 脂肪 。 
溶剂 ,然后 将 此 溶液 全 部 转 人 250 毫升 锥 形 烧 瓶 内 ;烧杯 用 1 
毫升 溶剂 洗 三 次 。 向 烧瓶 内 加 入 0.5 克 分 子 / 升 氧 氧化 钾 酒 ， 
精 溶液 25 毫升 ,并 将 烧瓶 接 于 过 流 冷 凝 器 上 。 同 时 用 另 一 个 
通 流 冷凝 器 作 空 白 ， 其 中 除 无 脂肪 外 其 余 试剂 与 上 述 相同 。 
两 个 烧瓶 同 在 热 水 浴 中 加 热 30 分 钟 ， 取 下 后 冷却 至 室温 , 然 
后 用 .0.5 克 分 子 / 升 盐酸 滴定 , 酚 栈 作 指示 剂 。 

空 日 和 试验 管 读数 的 差别 即 为 时 化 一 克 脂 肪 所 需要 的 
0.5 克 分 子 / 升 氨 氧 化 钾 的 毫升 数 。 
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-和 氢 氧 化 钾 分 子 量 为 56, 因为 从 一 个 甘油 三 酯 上 疼 出 3 个 
-分 子 的 脂肪 酸 ,因此 
让 UE G@) = 3 x 56 X 1000/ 脂 肪 的 平均 分 子 量 
.… 脂肪 的 平均 分 子 量 王 3 X56X1000/s 
7.7 “脂肪 的 碘 值 
和 
”再 素 加 到 不 饱和 脂肪 酸 的 双 键 上 ,形成 加 成 化 合 物 。 
”一 氧化 碘 可 以 与 脂肪 在 暗 处 反应 ， 然 后 用 标准 硫 代 硫 酸 
盐 在 加 大 碘化钾 后 滴定 释 出 的 碘 , 并 与 无 脂肪 的 空白 比较 ,来 
测定 反应 所 消耗 的 碘 量 。 


H 


| | 
一 CH 一 CH 一 + ICI 一 > 一 C 一 
| 
I 


7 
一 C 一 
| 
Cl 
ICl + Ki 一 > HCl +1, 

I, + 2Na,S,0, —> 2Nal + Na,S,O, 


BW 1 Er OR FEE Mb, TH TE ES AT BER. A a SZ 


光 则 氧化 。 每 两 个 学 生 测 定 两 个 脂肪 样品 ,计算 结果 。 
碘 值 是 指 100 克 脂 肪 在 双 键 加 成 时 所 消耗 的 碘 数 。 


材料 100 
1: 脂肪 (玉米 油 、 橄 榄 油 、 亚 麻油 和 黄油 ,氯仿 配 

制 ,20 克 / 升 ) ， 1 升 
2. 一 氧化 碘 ( 大 约 0.2 克 分 子 / 升 ) 3 升 
3. 碘 化 钾 (100 克 / 升 ) 1.5 升 
4. 硫 代 硫 酸 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 4 Ft 
5. 淀 粉 指示 剂 (10 克 / 升 ) 250 毫升 
6. 带 塞 瓶 (250 毫升 ) 200 
7. 滴 定 管 (25 BI) | 100 


8. 氧 仿 1 升 


。 ZL 


ra £ ra 
吸取 10 毫升 脂肪 溶液 置 一 带 塞 瓶 中 ,加 入 碘化钾 溶 液 妈 
毫升 , 塞 好 瓶 塞 ,充分 振 摇 后 置 暗 处 一 小 时 ， 同时 作 一 空白 ,其 4 
中 脂肪 溶液 代 以 10 毫升 氯仿 。 4 
用 大 约 50 毫升 水 冲洗 瓶 塞 和 瓶颈 ， 加 人 10 TRL 
溶液 ， 用 标准 硫 代 硫 酸 钠 滴定 释放 的 碘 。 当 溶液 旦 淡 黄 色 时 
加 入 约 工 毫升 淀粉 溶液 ， 并 继续 滴定 至 蓝 色 消 失 。 整 个 滴定 ， 
过 程 中 瓶子 必须 充分 振 摇 以 保持 所 有 的 碘 从 氯仿 层 除去 。 
空白 与 试验 读数 差 (BL-T) 为 与 等 体积 碘 反 应 所 需 的 

0.1 克 分 子 / 升 硫 代 硫 酸 钠 的 毫升 数 。 所 取 脂 肪 量 是 0.2 克 , 
碘 液 浓度 为 0.1 克 分 子 / 升 ， 其 工 升 中 含 碘 12.7 克 , 因 此 可 以 ， 
如 下 计算 碘 值 ， 
fi (G§ = (BL — T) X 12. ate 4 100/0. 2 

= (BL — T) X 6.355 
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实验 7.8 ”从 脑 中 提取 胆固醇 

原理 

胆固醇 易 溶 于 丙酮 ,而 许多 复合 脂 却 不 溶 于 此 溶剂。 
材料 

1. 小 牛 脑 或 猪 脑 4% 

2. 丙酮 3.5 
3. Waring 的 碎 器 | 

4. 大 型 布 氏 漏 斗 

5. ARBRE 

6. 大 过 滤 漏 斗 和 折 迭 纸 

7. 沸 水 浴 
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公 


we ee 


ORE | 3 

加 400 毫升 丙酮 入 100 rh eR 1S 用 少量 丙 
酮 冲洗 的 碎 器 ,搅拌 混合 一 起 的 组 织 匀 浆 10 分 钟 ， 然 后 用 布 
KoA. RIAN 200 毫升 丙酮 如 上 搅拌 .过滤 。 
将 两 次 滤液 混合 , 减 压 茹 馏 除去 大 部 分 丙酮 ,然后 用 自来水 准 
却 烧 瓶 , 并 且 在 布 氏 漏斗 上 收集 粗 制 胆固醇 。 

将 粗 制 品 溶解 在 少量 热 乙 醇 中 ,在 多 折 滤 纸 上 趁 热 过 滤 。 
沪 此 ,并 瓶 连同 过 滤 漏 斗 一 起 置 沸水 浴 中 。 

将 胆固醇 哆 千 并 且 记 下 产量 和 熔点 。 如 果 必 要 可 以 从 区 
乙醇 中 像 上 面 一 样 地 结晶 胆固醇 。 

实验 7.9 :在 液 中 胆固醇 的 测定 

原理 

醋 酬 与 胆固醇 氯仿 溶液 反应 产生 特有 的 蓝 绿色 。 成 色 的 
确切 机 制 还 不 清楚 ， 和 但 是 上 述 反应 可 能 包括 第 三 (PE AHH 
化 作用 以 及 分 子 上 其 它 成 分 的 重 排列 。 

用 忆 醇 一 丙 坪 混合 物 折 提 血液 或 血清 ,以 分 出 胆 国 苹 和 
其 它 脂 质 , 并 沉淀 蛋白 。 在 热 水 滩 上 蒸发 除去 有 机 溶剂 RE 
WF Ai. 然后 用 Liebermann-Burchard 反应 比 色 测 定 胆 
固 醇 。 

游离 胆固醇 在 细胞 和 血浆 中 平均 分 布 ， 而 胆固醇 脂 则 仅 
存在 于 血浆 中 。 

本 测定 必须 使 用 绝对 干燥 的 玻璃 制品 。 


材料 100 
1. 血清 或 血液 25 毫升 
2. 乙 醇和 丙酮 混合 物 (1:1) 2 Ft 
3.80 500 毫升 


4. AAT ARR IE AD OAD HEF (8 FABIA 3021 
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混合 ) ”930 毫升 

5. 胆 固 醇 贮存 液 (2 毫克 /毫升 ,氯仿 配制 ) 250 毫升， 

6. 胆 固 醇 工 作 沪 (将 上 述 贮存 液 用 氯仿 稀释 五 倍 , 使 胆 固 ” 

醉 浓度 为 04 毫克 /毫升 ) ih eR 

方法 

”在 离心 管 中 加 入 10 毫升 乙醇 一 丙酮 溶剂 和 0.2 毫升 血清 

或 全 血 ， 将 试管 置 于 沸水 浴 中 并 不 断 振 摇 ;直到 溶剂 开始 沸 “ 

腾 。 取 下 离心 管 后 再 继续 振 摇 5 分 钟 ， 反 应 物 冷 却 至 室温 并 

离心 。 将 上 清 液 贷 和 人 试管 ,然后 在 沸水 浴 上 蒸发 干燥 ; 待 冷却 

ARBAT 2 毫升 氯仿 。 与 此 同时 ,， :做 一 系列 含有 胆固醇 的 

标准 管 和 2 毫升 氯仿 的 空白 管 ， 向 各 管 中 加 入 栈 栈 一 硫酸 混 

合 物 ,彻底 混合 。 试 管 置 于 室温 下 暗 处 ,然后 在 680 SAKE 
长 处 读 其 消光 系数 。 

应 用 

正常 血清 胆固醇 范围 为 100 一 250 毫克 /100 BF, 258 

男子 的 平均 值 大 约 是 200 毫克 /100 SH, 以 后 随 着 年 龄 增长 


而 逐渐 升 高 。 40 一 50 岁 年 龄 组 胆固醇 含量 达到 一 峰值 ;然后 ， 


下 降 。 绝 经 期 前 的 妇女 血清 胆固醇 水 平一 般 比 男人 要 低 ， 绝 
经 期 后 胆固醇 水 平 升 高 , 且 高 于 同年 龄 的 男人 。 
年 轻 人 每 100 毫升 血清 胆固醇 含量 在 300 毫克 或 300 训 
克 以 上 , 则 是 严重 冠 状 动脉 疾病 的 指 症 s 
在 肾炎 糖尿病, 粘液 水 肿 和 黄 瘤 病 时 也 发 现 血 清 胆 固 丁 
SEAR TIERRA 25% 以上。 7 7 


脂 溶性 维生素 


食物 中 的 维生素 是 维持 机 体 健 康 所 必需 的 ， 当 食品 中 缺 
乏 维 生 素 时 就 会 导致 许多 维生素 缺乏 病 《〈 表 7.2)o 茶 些 情况 
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， 下， 维生素 与 激素 相似 ， 只 需要 很 少量 而 产生 很 大 的 生理 效 
“应 = 维生素 如 同 激素 ,在 化 学 结构 上 是 多 样 的 。 行 使 多 种 功能 。 
两 种 脂 溶性 维生素 (A 和 了 D) 以 及 它们 与 紫外 辐射 的 相互 作用 
将 在 下 面 两 个 实验 中 叙述 。 

实验 7.10 “紫外线 对 维生素 A 的 影响 

原理 

维生素 A 在 光谱 紫外 线 区 有 吸收 ， 在 325 毫 微米 处 有 一 
最 大 吸收 峰 ， 这 一 人 性质 可 用 于 测定 维生素 A, -此 方法 迅速 而 
敏感 ;但 专 一 性 低 。 一 些 其 它 物质 与 维生素 A 一 样 在 同一 光 
谱 区 有 吸收 值 , 因 此 必须 排除 这 些 干 扰 化 合 物 ,其 方法 之 一 是 
应 用 一 个 校正 公式 检查 于 扰 物质 ,校正 在 325 毫 微米 波长 的 吸 
收 值 。 例 如 纯 维 生 素 A 异 丙 醇 溶 液 在 310 OK AT 334 BE 
米 波长 的 吸收 值 为 最 大 消光 系数 的 6/7, 如 果 将 325 毫 微米 
波长 的 消光 系数 调 至 1.00， 那 么 在 310 毫 微米 与 334 毫 微米 
波长 的 吸收 值 就 是 0.857。 325 毫 微米 波长 的 校正 消光 系数 
(Eco) 就 可 按 公式 求 出 : 

Exe = 7E325 — 2.625Ea — 4.375E334 

另 一 种 排除 干扰 物质 的 方法 是 在 紫外 线 照射 前 后 分 别 测 
定 325 毫 微米 波长 的 消光 系数 。 维生素 A 被 紫外 光 破 坏 , 假 
定 干 拢 色 原 不 受 此 处 理 影响 ， 则 随 着 照射 引起 消光 系数 的 下 


降 是 样品 中 维生素 A 含量 的 直接 度量 。 
材料 10 
1. 异 丙 醇 50 毫升 
2. 维 生 素 A 标准 液 〈!1 微克 /毫升 , 异 再 醇 配制 ， 
保存 在 氮气 下 的 封闭 瓶 内 , 置 暗 处 ) 5 毫升 
3. 鳞 鱼肝油 和 比目鱼 肝 油 50 Ft 
4. 紫 外 分 光 光 度 计 3 


5. 紫 外 线 灯 5 
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方法 
虽然 采用 使 其 它 物质 皂 化 ， ran RHR 
A 的 方法 所 得 的 结果 更 精确 ， 但 是 对 于 维生素 含量 丰富 的 样 
品 , 例 如 鱼油 , 则 可 以 用 异 丙 醇 直接 稀释 进行 测定 。 在 325 毫 
微米 波长 下 测定 用 异 丙 醇 新 鲜 稀 释 的 鱼油 的 消光 系数 《〈T,)， 
而 后 将 杯子 移 至 紫外 光 下 了 照射， 直至 该 样品 的 消光 系数 不 再 
下 降 , 再 记录 其 吸收 值 (T)。 同 样 测定 维 生 素 A 标准 液 的 吸 
收 值 (sa 和 sb)， 然后 计算 样品 维生素 A 的 浓度 : 


维生素 人 汶 度 (微克 /毫升 ) — 2 x 1 x FORE 


记录 新 鲜 稀 杰 样 品 在 280—380 e Be Be 1G; | 


谱 , 用 E/E, 对 试验 样品 与 标准 上 品 作 图 。 

假定 校正 公式 是 准确 的 。 微 生 素 A 标 准 液 的 纯度 是 多 
少 ? 
鱼油 中 含有 许多 干扰 测定 的 化 合 物 吗 9 
此 法 所 得 结果 与 照射 试验 样品 所 得 结果 相 比 如 何 ? 
实验 7.11 “紫外线 照射 维生素 D 前 体制 备 维生素 D 
原理 

麦角 固 醇 在 植物 中 的 作用 与 胆固醇 在 动物 中 的 作用 相 
似 , 它 是 维生素 D, 的 重要 前 体 。 紫外 照射 麦角 固 醇 ( 维 生 素 
D; 元 )， 引 起 分 子 内 的 一 系列 重 排 反应 而 形成 维生素 D: 元 ， 
并 且 最 终生 成 钙化 醇 (维生素 D,)。 此 光学 反应 的 副产品 还 
有 光 省 醇和 速 省 醇 ( 图 7.4)。 

当 紫外线 照 射 7 脱氧 胆 固 栈 时 ,分 子 内 也 发 生 了 相似 的 
重 排 反应 而 构成 维生素 D, 元 和 胆 钙化 醇 (维生素 D,), 这 个 
反应 发 生 在 人 的 皮肤 和 其 它 哺乳 动物 暴露 于 阳光 或 紫外 线 照 
射 的 部 位 。 

在 瞳 处 和 氮气 下 温 热 钙化 醇 溶液 产生 维生素 D; MS 
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图 7.4 麦角 固 醇 转变 为 维生素 D， 
化 醇 的 平衡 混合 物 。 
1. 硅胶 G 薄板 
2. BT iL 
3, 2 FH Al BS AO bt SAB Pl 
4. 层 析 溶 剂 ( 氧 仿 ) 


5. 与 维生素 D; 有 关 的 层 析 标 准 液 (麦角 固 醇 、 
维生素 D, TTR GBM, AY 20 毫 克 / 
毫升 ,氯仿 配制 ) 2 毫升 

6. 与 维生素 D, 有 关 的 层 析 标 准 液 ( 脱 氧 胆固醇 、 维 生 素 “ 
D; 元 \ 维 生 素 Ds 和 胆固醇 , 大 约 20 毫克 /毫升 ， 氧 仿 


配制 ) 2 毫升 
7: RA 2 
8. Be tit 5 
9. 呈 色 剂 (5 多 硫酸 v/v) 1 升 
10.140sc 烘箱 3 
11. 薄 层 层 析 喷 雾 装 置 5 
12. 石 英 杯 
13. 紫外 线 灯 3 


方法 | 
KAMA 制备 麦角 固 醇 氯 仿 溶 小 〈20 一 30 毫克/ 
毫升 ), 装 人 曹 光 计 的 石英 杯 中 ,用 氮气 吹 洗 后 密封 ,杯子 置 恒 
光 计 中 ,用 短波 紫外 线 照 射 20 分 钟 , 取 10 微 升 试验 液 点 加 在 
硅胶 薄板 面 上 , 再 迅速 点 上 与 维生素 D AKER, 
板 立即 置 氧 仿 溶剂 中 。 

用 麦角 固 醇 代替 脱氧 胆固醇 重复 上 述 试验 ， 并 鉴别 其 产 
物 。 

mi ”在 黑暗 和 无 空气 条 件 下 将 维生素 D; 和 维生素 
D; ATA IRINA] 60°C, 4 小 时 ， 检查 加 热 对 维生素 D, 和 
D; 的 影响 。 

维生素 检测 ，” 当 层 析 后 薄板 上 一 些 化 合 物 显示 理光 丙 
点 时 ,在 紫外 灯 下 检查 薄板 。 此 外 也 能 用 稀 硫 酸 喷雾 薄板 (小 ， 
1), 140°C 加 热 5 一 10 分 钟 ， 然 后 在 可 见 光 或 紫外 线 下 观 
察 。 比 较 两 种 测定 方法 的 灵敏 性 。 
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实验 7.12” 脂 质 组 成 对 单 分 子 脂 层 通 透 性 的 影响 
原理 
膜 的 脂 质 组 成 对 膜 通 透 性 有 显著 影响 。 本 实验 中 用 单 分 


子 脂 层 作为 膜 的 模型 。 将 丁 醇 加 于 水 上 ， 形 成 明显 的 两 相 。 
如 果 膜 中 有 兼 性 脂 分 子 ， 它 们 将 移动 至 两 相 界 面 处 。 分 子 的 
极 性 部 分 将 与 水 层 结合 ， 而 其 朴 水 区 与 有 机 相 结 合 。 甲 基 蓝 
分 子 颜色 很 深 ， 它 通过 界面 时 很 易 看 到 。 这 个 模型 中 没有 蛋 
日 质 , 不 象 生 物 膜 , 但 是 从 这 个 简单 实验 中 可 以 得 到 一 些 有 用 
的 知识 ,如 被 动 扩散 取决 于 膜 内 脂 质 组 成 。 


材料 100 
1 . 脂肪酸 ( 硬 脂 酸 、 油 酸 ) 25 克 
2. 酰 基 甘 油 酯 ( 油 酸 甘油 酯 ,棕榈 酸 甘油 酯 ) 25 克 
3. 磷脂 ( 卵 卵 磷脂 ) 25 克 

4. 固 醇 ( 胆 固 醇 ) 25 克 
5. J i 1 升 
6. 试管 700 
7. 甲 基 蓝 , 丁 醇 配制 (0.25 克 / 升 ) 3 升 
方法 | 


准备 7 支 试 管 ,每 支 装 水 5 毫升 。 仔细 吸取 含有 甲 基 蓝 


和 200 毫克 脂 质 的 丁 醇 5 毫升 , 沿 侧 壁 加 入 每 管 ,形成 明显 的 
两 层 。 试 管 置 室温 下 1 一 2 小 时 ,然后 与 对 照管 比较 。 对 照管 
含水 而 在 于 醇 中 无 脂 质 。 测 定 水 相 中 甲 基 蓝 的 消光 系数 可 以 。， 
粗略 检查 脂 质 作为 通 透 屏障 的 效力 。 | 


7.13 ”去 污 剂 和 其 ERE RATE es 
原理 
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“Sa - fe fe ieee ees | | A Ee Cae. ri 
党 大 a i . 
了 ri - = sé. Ys . oy ¢. mgt a 
‘ See ae eee TS 8 hoa 
, rn Ce 二 A a 


许多 种 去 污 剂 分 子 溶解 磷脂 成 分 而 破坏 就 红细胞 
说 ， 这 种 效应 很 容易 通过 比 色 测 定 被 破坏 的 细 胸 所 释 出 的 面 


LR ARS (TEBE HH 2 | Asta : 
材料 二 
1 .新鲜 大 鼠 血 或 过 期 人 血 20 毫升 


2. 等 渗 盐 水 (8.9 H/F) ” 2 升 
3. 去 污 剂 (10 克 / 升 ) RLS 
中 性 , 曲 拉 通 X -100; 
阳离子 ,十 六 烷 三 甲 基 溴 化 欠 ; AAT, -S" 
烷 基 硫酸 钠 。 5 毫升 
4. 溶血 磷脂 酰 胆 碱 (溶血 卵 磷脂 , 10 毫克 分 子 / 升 ) 
5 毫升 


5 .黄体 酮 (100 毫克 分 子 / 升 , 乙醇 配制 ) = 
6. 氨 化 考 的 松 (乙醇 配制 的 饱和 溶液 ,大 约 5 毫 8 

Soa IF) ES URS EF 
7. 离 心 管 (10 毫升 ) ea 100 
‘8.37% 温 箱 i ch 
9. 比 色 计 或 分 光 光度 计 5 
方法 


从 答 血 瓶 中 取 人 血 或 收集 新 鲜 天 鼠 血 置 于 含有 0.5 毫升 
Due i TRB = Hh, 40 克 / 升 ) 的 试管 中 。 离心 分 出 细胞 后 
«FAA EK PERK, 从 后 制 成 原 体 积 悬 液 。 用 盐水 稀释 红 细 ， 
Hd, HEAR 0.5 毫升 中 加 入 4.5 毫升 Tritonx —100, 3 
心 后 在 540 毫 微米 处 其 消光 系数 大 约 0.8 二 0.9, 这 表示 细胞 
100% 溶解 。 晴 后 所 有 的 消光 系数 应 当 用 细胞 溶解 的 百分数 
表示 。 

PRED St 0.5 毫升 的 稀释 红细胞 液 ,分 别 置 于 盛 有 :4.5 毫 
升 盐水 的 10 毫升 离心 管 中 ， 充 分 混 匀 后 加 入 50 微 升 试验 样 
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。 击 , 轻 轻 过 水 混合 ,再 置 37*c 温 箱 保温 20 分 钟 ， 用 桌 上 离心 
。 机 离心 分 离 出 任何 未 碎 细 胞 ,并 且 在 540 毫 微米 处 测定 上 清 液 
BOE | 

首先 ,检查 三 种 去 污 剂 的 浓度 范围 ,并 且 用 溶血 百分数 对 
试剂 浓度 作 图 。 用 溶血 卵 磷脂 、 黄 体 酮 和 氢化 考 的 松 重复 此 
实验 ， 评 价 这 些 化 合 物 溶解 细胞 的 效应 。 最 后 在 加 入 细胞 深 
解 剂 之 前 ， 将 红细胞 与 类 固 醇 一 起 保温 以 检查 氧化 考 的 松 保 
护 细胞 的 效应 。 


Ba RF LRAK 


文献 B 


Chapman, D., Introduction to Lipids, New York, McGraw-Hill, 1969. 
Finian, J. B., Coleman, R. and Michell, R. M., Membranes and Their 
Cellular Function, Oxford, Blackwell Scientific Publications, 1974. 
Gurr, M. I. and James, A. T. Lipid Biochemistry: An Introduction, 2nd 
ed.,London, Chapman and Hall, 1975. 
Heftmann, E., Steroid Biochemistry, New York, Academic Press, 1970. 
Kates, M. Techniques in Lipidology, Amsterdam, North Holland, 1972. 
Quinn, P. J. The Molecular Biology of Cell Membranes, London, Macmil- 
lan, 1976. 


2 221° 


和 i 2 aa iy’. 5 a ~~ Fe te, fs ie. ae [= 
we fa fae Le es, ; Sy fh, ae Vek, to 让 
ae = 7 ‘ a 


第 八 章 核 酸 


核酸 的 化 学 组 成 


核酸 是 高 分 子 的 含 氮 化 合 物 ， 在 细胞 中 与 蛋白 质 结合 存 ， 
在 。 这 类 核酸 -蛋白 质 的 复合 物 称 为 核 蛋 白 , 当 用 酸 或 高 浓度 。 
的 盐 处 理 时 ,复合 物 分 成 蛋白 质 和 核酸 二 部 分 。 该 蛋白 质 是 碱 
性 的 而 核酸 顾名思义 是 酸性 的 。 已 知 核酸 有 两 大 类 : 即 核糖 
核酸 (RNA) 和 脱氧 核糖 核酸 (DNA)。 在 一 定 的 条 件 下 DNA ， 
和 RNA 水 解 产 生 核 背 酸 , 核 背 酸 可 以 认为 是 核酸 的 基本 单 
位 ， 正 象 氨基 酸 是 蛋白 质 的 基本 单位 和 单 糖 是 多 糖 的 基本 单 
位 一 样 。 核 背 酸 进一步 水 解 产生 核 背 ,并 最 终 水 解 得 到 磷酸 、， 
AULA, ER. 这 些 组 分 与 核 蛋白 之 间 的 关系 就 


脱氧 核糖 核 蛋白 


图 8.1 脱氧 核糖 核 蛋白 与 它 的 低 分 于 量 组 分 之 间 的 关系 
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DNA 而 言 示 于 图 8.1。 


RNA 的 组 成 与 DNA 相似 ， 只 是 糖 类 为 核糖 而 不 是 脱 


氧 核糖 ,并 以 胸腺 喀 啶 换 为 尿 喀 啶 。 


DNA 和 RNA 中 主要 的 含 氮 碱 基 的 结构 式 如 下 所 示 。 


Ry 


BR ERS AOS, (ERS SE tir A RE ER ctaaics 


核酸 中 。 


rT). 

N 

J a } 
. RIALS a as 


H 


mes BR 
(母体 化 合 物 ) 
喀 啶 
H NH, 
| 
oe 7s Siig dan 
Bee 
Ss aO/N\ yl SG 
meme 〈 母 体 化 合 物 ) 胞 喀 喧 
Ti 
i 
I 
Ho Sn/ Hi 
胸腺 喀 喧 
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在 有 些 来 源 的 核酸 中 已 测 出 还 含有 少量 的 其 它 种 碱 基 
AEE, ARNE RELL ARRAS 
在 (图 8.2)。 


a 5 
wow 1 oes om | 
ee ix 


图 8.2 驳 腺 喀 啶 的 酮 式 和 和 醇 式 二 种 构 型 


He | ie 
“三 大 类 核酸 是 按 它们 所 含 的 糖 是 核糖 还 是 脱氧 核糖 来 命 
名 的 。: 、 


a ng 


HOH, CS OH HOH,C* 0 Leah 
Ke H 小 “Ka aA 
Hy 2'H Hy wh se 汐 
OH. OH OH 
6-D- 核 糖 6-D- 脱 氧 核糖 


糖 基 荆 的 碳 原子 用 1 .7 等 标 出 ,以 有 别 于 碱 基 上 的 原子 
位 置 。 
AE] 


糖 基 上 C, 和 味 叭 碱 的 N 位 或 喀 啶 碱 的 N, 位 相连 形成 
BE. 


糖 和 碱 基 间 的 连接 键 大 多 数 如 上 所 示 ， 但 在 转移 核糖 核 a 


ih & A — Pha, FRM IE Cpseudouridine), E ze 
核糖 的 5 fir SIRMRWETA Eo 
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BER 1 Sk 
核糖 的 2，3 和 5 位 上 的 羟基 均 能 被 磷酸 酯 化 ， 并 且 这 
些 酯 化 物 都 已 发 现 。 同样 ， 脱 氧 核糖 的 3 和 5 firth RE a AE 
化 ,它们 的 存在 亦 已 经 证 实 。 
核 音 酸 和 核 背 按 它 们 结构 中 所 含 的 碱 基 命名 如 下 


HE wm + : ag 

ARS Rees es aE ARE SEF AB 
鸟 便 味 叭 9, (ES WS, (NRO AEE 
尿 喀 啶 PR MEME RE FRM ME EE AB 
胞 喀 啶 eam te ATS 胞 喀 啶 核 苷 琶 
胸腺 喀 喧 Hea RR Re AES Hea BE eRe RES 


OR ELE T Nt A EE. RRA — Fo BRIN, & 
AREA ARAB RA RRAMRARES KH. RES 
绍 的 核 背 酸 外 ,还 有 一 些 生物 学 十 重要 的 核 背 酸 , MRI 
痛 二 磷酸 和 三 磷酸 CADP 和 ATP), SEEK — Be 
和 三 磷酸 (GDP 和 GTP) 和 尼克 酰胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 
(NAD)， 它 们 是 以 游离 的 状态 存在 。 
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核酸 和 
核酸 是 许多 核 音 酸 以 它们 糖 基 间 的 ?，5' 位 磷酸 三 酯 键 
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/ 
图 8.3 RNA 分 子 的 部 分 结构 
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本 连 六 的 大 分 子 化 合 轴 。 
”因此 ,在 图 8.3 展示 了 RNA 分 子 的 部 分 结构 ， 其 中 碱 基 
可 以 是 嘎 叭 也 可 以 是 喀 啶 。 


沙 


图 83.5 DNA 分 子 中 通过 氢 键 (…) 的 碱 基 对 


多 数 的 核酸 是 很 大 的 分 子 ， 因 此 要 写 出 一 个 完整 的 结构 
式 将 是 相当 累 玖 的 。 一 个 常用 的 结构 缩写 式 是 借 碱 基 的 头 一 
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个 字母 代表 碱 基 。 因 为 碱 基 的 序列 是 最 重要 的 ， 上 只 所 大 是 
的 第 一 个 字母 (把 碱 基 列 出 ) 即 可 说 明 核 酸 的 结构 。 
DNA DNA 由 两 股 呈 螺旋 型 互相 盘 绕 的 多 核 音 酸 链 

组 成 ， 它 们 靠 特定 的 碱 基 对 之 间 的 氢 键 而 成 为 稳定 的 结构 。 
碱 基 的 立体 化 学 即 为 腺 叮 叭 与 胸腺 喀 啶 配对 ， 乌 便 嘎 叭 与 胞 
喀 喧 配对 ,其 A/T 和 G/C 的 比率 都 是 工 (图 :85)。 DNA — 
结构 的 这 种 概念 是 Watson 和 Crick 基于 Wilkins AY (X-@ 
射 ) 数 据 在 1953 年 首次 提出 的 ， 这 就 是 Watson-Crick 假说 。 
这 个 假说 已 被 证 实 , 并 且 成 为 阐明 DNA 某 些 生物 学 特性 的 
基础 。 “4 
大 多 数 DNA 分 子 是 双 螺 旋 构 型 ， 然而 有 些 病毒 Age 
链 DNA， 线 粒 体 DNA 则 是 一 种 闭合 环 结构 。 
要 获得 DNA 分 子 量 的 精确 数值 是 困难 的 ,因为 所 用 的 “ 
PR DNA BAEAU SES FNM 2: ADRES BAD 
子 量 数值 是 10 。 3 
RNA ”大 多 数 的 RNA 不 具有 A/U=G/C=1 HH 

单 关系 ,因为 RNA 是 由 呈 杂 乱 线 团 状 的 单 链 核酸 组 成 ,在 线 时 
团 中 仅 部 分 区 域 具有 碱 基 对 。 转移 RNA 的 分 子 量 大 约 为 
25,000, 而 其 他 的 RNA 的 分 子 量 可 高 达 百 万 左右 。 


核酸 的 生物 学 作用 


近 几 年 来 ,生物 化 学 中 核酸 领域 的 发 展 是 迅速 的 ,不 可 能 
三 言 两 语 阐述 清楚 。 但 是 把 这 些 高 分 子 在 生物 体 中 所 处 的 
地 位 作 一 简要 令 述 还 是 需要 的 。 
DNA 
DNA 和 缅 胞 的 遗传 物质 有 着 密切 的 关系 。 在 有 些微 生 
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A 
¥ oe! 
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” 移 中 j- 股 单 链 DNA 就 可 以 贮存 遗传 信息 ,但 是 在 高 等 生物 
中 ,DNA 以 核 蛋 白 形式 贮存 于 染色 体 中 。 每 种 细胞 中 DNA 
的 量 是 不 变 的 。 然 而 生殖 细胞 中 只 有 一 半 的 染色 体 ;DNA 的 
量 也 是 其 他 细胞 的 一 半 。 DNA 绝 大 部 分 存在 于 核 中 ， 在 线 
粒 体 和 时 绿 体 中 仅 有 微量 。 
DNA 的 功能 是 起 贮存 遗传 信息 的 作用 ,为 细胞 中 蛋 自 质 
的 合成 提供 模板 。 
细胞 复制 ， 遗传 性 状 通过 DNA 的 复制 传递 给 子 
fo 这 个 过 程 很 复杂 ,涉及 大 量 的 酶 和 和 蛋白质。 原则 上 说 来 ， 


复制 过 程 似 乎 是 分 段 发 生 的 ,由 于 许多 双 螺 旋 节 段 的 解 旋 ;而 


且 同 时 在 两 根 链 上 由 核 苷 酸 合成 新 DNA。 新 合成 的 链 按 
碱 基 配 对 的 规则 结合 。 最 后 由 原 DNA 形成 两 个 同样 的 分 
Fic : 

妥 白 质 合成 的 调节 已 经 有 许多 实验 证 明细 胞 核 中 
DNA 的 碱 基 序列 决定 着 在 细胞 浆 中 所 合成 的 蛋白 质 。…“ 遗 
传 密码 ”是 三 个 不 重叠 核 苷 酸 , 称 之 密码 三 联 体 ， 以 编码 每 种 
氨基 酸 。 密 码 有 “ 简 并 性 ”; 对 每 一 种 氨基 酸 可 以 有 不 止 二 种 三 
联 体 。 遗 传 信息 借助 于 一 种 中 间 分 子 , 即 信使 RNA (mRNA) 
由 核 传递 给 核糖 体 上 的 蛋白 质 合成 体系 。 mRNA 的 碱 基 序 
列 与 核 的 DNA 互补 ,其 链 中 相应 于 密码 三 联 体 的 每 三 个 碱 
基 被 称 为 一 个 密码 子 ， 因 此 DNA 的 作用 首先 是 作为 合成 
mRNA eta 


RNA | 

DNA 几乎 全 部 存在 于 核 中 ,而 :RNA 分 布 于 整个 细胞 ; 
大 部 分 RNA 存在 于 胞 浆 中 , 像 可 溶性 RNA ABR RNAS 
MAK 10% 存在 于 细胞 核 中 ， 另 外 线粒体 中 也 含有 微量 
RNA。 在 高 等 生物 的 细胞 中 有 三 种 类 型 的 RNA， 信 使 RNA 
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(mRNA 、 核 糖 体 RNA (rRNA) 和 转移 RNA GRNA), 这 
三 种 RNA 都 活跃 地 参与 蛋白 质 合成 。 

信使 RNA (mRNA) ， 如 前 所 述 ， 蛋 白质 合成 的 第 一 
阶段 是 DNA 的 遗传 信息 转移 给 mRNA。 这 个 过 程 称 为 转录 。 。 
mRNA 进入 胞 浆 ,并 在 胞 浆 中 和 核糖 体 及 RNA 相 结 合 ， 使 
核 音 酸 的 四 种 碱 基 的 字母 转变 成 蛋 昌 质 的 20 种 氮 基 酸 字母 。 
这 个 阶段 称 为 翻译 。 因 为 只 是 一 部 分 的 DNA 链 被 转录 ;所 以 
mRNA 比 核 的 DNA 小 些 。 某 种 mRNA 确切 的 分 子 量 由 
它 所 合成 的 蛋白 质 中 的 氨基酸 残 基数 目 决定 。 通 和 常 为 上 - 万 
数量 级 。 和 其 它 的 RNA 不 同 ，mRNA 在 代谢 上 是 不 稳定 
的 。 | 
核糖 体 RNA (rRNA) 。 核糖 体 是 细胞 中 的 微观 颗粒 ， 
只 有 在 电子 显微镜 下 才能 见 到 ， 它 的 组 成 相当 人 恒定， 大约 含 
60% 的 蛋白 质 和 40% 的 RNA。 核 糖 体 由 两 个 部 分 组 成 , 这 
两 部 分 能 在 体外 被 分 离 。 FARAH, 80S 的 核糖 体 由 化 
学 组 分 不 同 的 60S 和 40S 亚 基 组 成 。 在 原核 细胞 中 ， 核 糖 体 
稍 少 些 ,为 ,70S, 它 包 括 50S 和 30S 两 个 亚 基 。 几 个 核糖 体 
像 链 上 的 珠子 似 的 连 于 同一 个 mRNA 链 上 形成 聚 核糖 体 
(polysome )。 


转移 RNA (RNA) ”每 种 氨基 酸 有 一 特异 的 让 NA， 


它 把 活化 的 氨基 酸 转运 到 蛋白 质 合成 的 位 置 上 。 不 同 于 其 他 
的 RNA, tRNA 分 子 量 低 , 因 此 , 有 些 tRNA 的 全 部 的 核 昔 
酸 序列 已 经 测 出 。 分 子 中 的 一 部 分 含有 一 个 核 昔 酸 三 联 体 ， 
它 能 识别 并 连 于 密码 子 的 三 个 核 苷 酸 上 ， 此 三 联 体 称 为 反 密 
码 子 。 所 有 的 (RNA 具有 相同 的 未 端 核 苷 酸 序 列 ，CCA、 
腺 嘎 叭 核 苷 酸 和 活化 的 氨基 酸 反应 。tRNA 上 的 其 它 识别 位 
置 包括 了 与 核 稿 体 的 连接 位 置 以 及 与 专 一 的 氨 酰 基 合 成 酶 相 
互 作用 的 位 置 。 
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X, Y, Al Z # mRNA 
上 的 密码 子 
_ Ret 


第 一 个 RNA 


氨基 酸 


1.mRNA 3 5) 2 (KE 2. 携 带 了 氨基 酸 @ 的 RNA 
ws 连 到 mRNA 的 X 密 码 上 


3. 第 二 个 中 NA 连 到 密码 子 Y 上 


-二 一 一 一 一 
核糖 体 移 动 的 方向 


JU < 一 肽 链 的 增长 
4 .氨基 酸 @@ 和 @ 之 间 形 成 肽 链 以 及 第 一 个 RNA 被 释放 
图 8.6 和 蛋白质 合成 的 示意 图 


蛋白 质 合成 ”正如 图 示 ，mRNA 连 于 核糖 体 上 ，, 第 一 
个 tRNA 携带 着 活化 的 氨基 酸 @ 四 连 于 mRNA WRF (CX) 
上 , 另 一 个 携带 了 第 二 个 氨基 酸 @ tRNA 被 连 于 相 邻 的 密码 
子 (Y) 上 。 第 二 个 RNA 上 的 氨基 酸 和 第 一 RNA LAE 
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放 , 核 体 沿 着 mRNA 移动 ,露出 一 个 准备 与 带 有 第 三 个 氨基 
酸 的 RNA 反应 的 密码 子 (图 8.6)。 这 个 过 程 不 断 地 重复 
直至 肽 链 合成 的 完成 。 由 于 多 个 核糖 体 以 一 定 的 间隔 沿 此 


RNA 链 移动 , 几 个 蛋白 质 分 子 可 同时 在 一 个 mRNA FE 


被 合成 (图 8-7)。 


_ 游离 的 mRNA 

(RNA | 

游离 \ 溪 
核糖 体 “ . § 

A aes 4 roomie | é 
肽 中 8 / 
i: oe 
增长 着 的 肽 链 一 -一 


图 8.7 “在 一 个 聚 核糖 体 上 几 条 肽 链 的 同时 合成 


这 个 过 程 实际 上 比 上 述 概括 的 过 程 复杂 得 多 ， 并 且 在 不 。 
同 的 阶段 需要 许多 “因子 ”。 进 行 这 个 合成 需要 能 量 ， 它 是 由 
GTP 的 水 解 提 供 的 。 

病毒 核酸 ”所 有 的 病毒 都 含有 核酸 ， 其 含量 可 达 病毒 “ 
颗粒 总 量 的 50 移 , 是 一 种 具有 特定 四 级 结构 的 单 链 形式 ,并 旺 
且 它 被 一 种 蛋白 质 的 保护 性 外 壳 所 包 绕 。 蛋 白质 决 定 了 病毒 
的 免疫 特性 ， 而 核酸 是 病毒 分 子 的 感染 性 部 分 。 病 毒 接触 到 。 
细胞 ， 将 自己 的 DNA FARE, 它 指 导 着 细胞 合成 病毒 的 
蛋白 和 核酸 ,以 进行 繁殖 。 植 物 病毒 含有 RNA 而 不 是 DNA; 
在 这 种 情况 下 ，RNA 不 但 行使 它 通 常 在 蛋白 质 合成 中 的 功 是 
能 ,还 是 细胞 的 遗传 物质 。 
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核酸 的 实验 


实验 8.1 酵母 RNA 的 分 离 

原理 

总 酵母 RNA 党 一 拍 提 全 细胞 义 桨 而 制 得 。 TR AS BD AIK 
坏 了 大 分 子 中 的 氢 键 ， 引 起 蛋白 质 的 变性 。 混 浊 的 悬浮 液 离 
心 后 分 成 两 相 : “下层 酚 相 含 DNA， 上 层 水 相 含 糖 和 RNA» 
变性 蛋白 质 存在 于 两 相 之 间 , 可 借 离心 除去 。 随 后 ，RNA ia 
乙醇 沉淀 ;所 得 产物 不 含 DNA, 但 经 常 杂 有 多 糖 。 Nope es 
纯化 是 用 淀粉 酶 来 处 理 制剂。 


材料 _10 

1 . 干 酵母 200 克 

2. BK (900 克 / 升 ) 工 升 

3. 酯 酸 钾 (200 克 / 升 ,pH5) - 200 毫升 

4. 无 水 乙醇 3 Ft 

5. CBR 500 毫升 
6.37 KB 5 
方法 


“将 了 0 克 干 酵母 悬浮 于 事先 已 预 热 到 37°C 的 120 毫升 水 
中 。 在 37sc 中 放 15 分 钟 , 再 加 入 160 毫升 浓 的 酚 补 (小 心 ! 
有 腐蚀 性 )。 在 室温 中 机 械 搅 拌 悬浮 液 30 分 钟 ， 随 后 在 冷 的 
条 件 下 离心 , 3,000g15 分 钟 ,以 破坏 乳 浊 液 。 用 滴 管 小 心 吸出 
上 层 水 相 ， 用 冷冻 离心 机 10,000g 离心 5 分 钟 ,沉降 变性 的 蛋 
白质 。 加 酯 酸 钊 于 上 清 液 中 ,使 终 浓度 为 每 升 20 52, MA 2 
倍 体积 的 乙醇 沉淀 RNA。 在 冰 浴 中 冷却 1 小 时 后 ,冷冻 离心 
2,000g 5 分 钟 , 收集 沉淀 物 。 RNA 沉淀 依次 用 3:1 的 乙醇 - 
HO 溶液 及 乙醇 洗 ;最 后 再 以 乙醚 洗 之 。 空气 中 干燥 并 称 样 
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品 重量 。 以 干 重 计算 ,酵母 中 约 含 4 多 的 RNA。 


LW LMA DNA 多量 以 及 它们 的 吸收 光谱 , 对 


所 制 产品 与 商品 制剂 进行 比较 ， ee 
验 使 用 。 

实验 8.2 ”核糖 核 苷 酸 的 电泳 

原理 

由 于 核糖 上 有 游离 的 2 -羟基 ，RNA 的 酯 键 容 易 被 ik 
解 。 它 可 以 形成 2 ,3 RRORBAR (2’, 3’ REE)» 
_ 随后 打开 二 酯 环 ,产生 了 2'-93'-BE BORA. DNA 在 

2 位 上 不 含有 游离 羟基 ,所 以 它 对 稀 碱 相对 地 较 稳 定 。 然 后 ，” 

所 得 核 背 酸 组 分 可 在 pH3.5 的 柠檬 酸 缓冲 液 中 电泳 分离 , 因 
为 在 这 种 电泳 缓冲 液 中 ， 不 同 的 核 音 酸 拟 带 着 不 同 数量 的 负 
HS, fal 0 - 
材料 10 | 


1. 氧 氧化 钾 (0.3 克 分 子 / 升 ) ”， 100 毫升 
2. 核 糖 核酸 2 Fi 
3. AR (200 克 / 升 ) 100 毫 升 
4. 柠 檬 酸 缓冲 液 (0.02 克 分 子 / 升 ,pPH3.5) 

5 个 电泳 村 容量 
5. 盐酸 (0.01 克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
6.37°C WER Have 
7. 紫 外 分 光 光 度 计 ae 
8. eye EHR (AMP, GMP, CMP 和 UMP) 一 
9. 酷 酸 纤维 素 薄 膜 电 泳装 置 5 
10. 紫外 线 灯 ag 


方法 
RNA 祥 品 溶 于 5 毫升 0.3 克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钾 中 ;该 度 
为 每 毫升 20 一 30 毫克 。 随 后 于 -37%c HARI 18 Ato WAS 
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把 水 解 液 放 于 冰 浴 中 ,用 200 克 / 升 浓度 的 过 氧 酸 滴定 至 .pH 
3.5。 离 心 除去 沉淀 , 取 上 清 液 进行 电泳 分 离 。 

醋酸 纤维 素 薄 膜 浸 于 缓冲 液 中 ， 稍 加 吸 干 铺 于 二 个 电极 
间 , 核 昔 酸 样品 点 于 靠近 阴极 端的 膜 上 ， 随 后 在 每 厘米 10 伏 
的 电压 降下 进行 电泳 。 把 膜 放 于 紫外 线 灯 下 检测 ， 就 能 容易 
地 看 出 核 音 酸 的 分 离 程度 。 在 紫外 线 照 射 下 ， 酯 酸 纤维 素 薄 
膜 发 出 荧光 ,而 核 背 酸 占有 部 位 呈现 出 瞳 色 斑点 ,因为 核 音 酸 
对 紫外 线 有 强 的 吸收 作用 。 

“前 下 各 核 苷 酸 部 位 的 纸 膜 ,分 别 用 4 ren 0.01 克 分 子 / 
升 的 HCl 洗 脱 , 测 出 洗 脱 物 在 220 一 320 毫 微米 波长 范围 内 
的 吸收 光谱 。 并 将 电泳 同样 时 间 、 位 置 与 核 彰 酸 的 部 位 相同 
的 空白 纸 膜 剪 下 , 依 同 法 洗 脱 后 , 作 空 日 管 

可 以 由 表 8.1 所 给 的 消光 系数 的 数据 来 鉴定 核 音 酸 。 表 
8.2 的 核 苷 酸 离子 基 团 的 pK Re 
次 序 。 


表 8.1 核糖 核 苷 酸 在 PH2 下 的 紫外 吸收 值 


260 毫 微米 下 的 毫克 
分 子 消光 未 娄 ED60| 。 £250/E260 
14.3 0.85 0.22 
11.8 0.92 0.68 
6.8 0.47 1.90 
9.8 0.78 0.30 


E280/E260 


实验 8.3 ”离子 交换 层 析 法 分 离 核 糖 核 彰 酸 
“原理 
按 前 面 的 实验 ，RNA 用 稀 碱 液 水 解 成 核 苷 酸 。 水 解 产 
物 在 强酸 性 离子 交换 柱 上 分 离 并 借 其 特异 性 的 紫外 吸收 光谱 
来 鉴定 ( 表 8.1)。UMP 和 GMP 各 以 单一 的 峰 从 柱 上 洗 脱 下 来 ， 
面 AMP 和 CMP 却 合 在 一 起 。 在 此 情况 下 ,这 两 个 核 背 酸 
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的 相对 量 可 用 一 个 经 验 公式 计算 。 
家 8.2， 核糖 核 苷 酸 可 解 离 基 团 的 p 政 值 


初级 磷酸 基 团 所 基 


二 级 磷酸 基 团 ， 


PRR 

岛 背 酸 

Welty & 

RR 

材料 -1L0 

1 .动物 和 细菌 来 源 的 核糖 核酸 2 克 国 
2. 氢 氧化 钾 (0.3 克 分 子 / 升 ) 0H @ 
3. 过 氧 酸 (200 克 / 升 ) 100 毫升 
4. 盐 酸 (0.05 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
5. 盐 酸 (1 克 分 子 / 升 ) 50 毫升 
6. Dowex50w 层 析 柱 (15 厘米 X1.5 er 5 
7. BIPR SS IEICE | 5 
8. 容量 瓶 (10 毫升 ) 人 
9. 容 量 瓶 (25 毫升 ) i 3 
Fite a8 


按 前 面 实验 所 述 ， 把 0.2 克 RNA 用 0.3 克 分 子 / 升 的 氢 
氧化 钾 水 解 并 以 过 氧 酸 中 和 。 吸取 3.8 毫升 水 解 被 置 于 一 试 - 
管 中 ， 加 入 0.2 毫升 二 克 分 子 / 升 的 盐酸 溶液 稀释 后 于 测 其 。 
260 毫 微米 的 消光 值 。 一 根 层 析 柱 先 用 0.05 克 分 子 /天 的 盐 
酸 平衡 ， 取 5 一 12 光 密 度 值 的 样品 液 加 于 柱 上 ,并 用 0405 克 
分 子 / 升 的 盐酸 洗 脱 ,流出 站 收 集 在 10 毫升 容量 瓶 中 在 260 。 
毫 微米 下 鉴 测 流出 液 。 当 第 一 个 核 苷 酸 从 柱 上 洗 脱 后 换 第 。 
二 个 10 毫升 的 容量 瓶 , 此 瓶 中 预先 加 大 4.5 毫升 工 克 分 子 / 升 
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的 盐酸 。 和 柱子 改 以 水 洗 直 至 GMP 被 洗 脱 。 此 阶段 柱 的 流速 
加 快 ， 再 用 已 含 1.25 毫升 1 克 分 子 / 升 盐酸 的 25 毫升 容量 
瓶 收 集 AMP 和 CMP. 
第 二 容量 瓶 加 0.05 克 分 子 / 升 的 盐酸 至 刻度 ， 其 它 两 撒 
加 水 补 齐 。 充 分 混合 后 ,测定 各 瓶 样品 中 220 一 320 毫 微米 的 
紫外 线 吸 收 光谱 。 解释 核 音 酸 为 什么 按 上 述 的 顺序 洗 脱 下 
来 。 然 后 应 用 下 面 的 公式 计算 出 每 种 核 昔 酸 的 量 。 AMP/ 
UMP = GMP/CMP=1 的 简单 关系 是 否 适 用 于 RNA? . 
i 1. UMP (R54 F) = (E260 X 10)/9.8 
峰 2: GMP (微克 分 子 ) 一 (E257X107)/111.8 
3. GE [x] 一 (2.32XE257 — E279)2.08 
AMP 《微克 分 子 ) 王 ([x] X 25)14.3 
GMP (〈 微 克 分 子 ) 王 E279 — (0.24 X Lx] 
X25)132 
实验 8.4 RNA 的 碱 基 组 成 
原理 
经 22 旨 过 氧 酸 处 理 1 小 时 ,核糖 核酸 和 脱氧 核糖 核酸 均 
被 水 解 成 碱 基 。 由 于 有 些 胸腺 喀 啶 会 丢失 ， 本 方法 不 能 完全 
地 定量 。 水 解 所 得 的 碱 基 用 纸 层 析 法 分 离 ,用 紫外 线 检测 。 


材料 10 
1 .核糖 核酸 (RNA) 1 克 
2.72% WAR 20 毫升 
3. sR REY, SI ee. RE 

ANG RR MEE, 5 毫克 分 子 / 升 ) 1 毫升 
4. Hb 7K 5 
5. 紫 外 线 灯 5 
6. 盐 酸 (0.1 克 分 子 升 ) 250 毫升 


7. 紫 外 线 分 光 光 度 计 5 
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8 . 浓 盐 酸 boc ee al 


9. SA | | | sii 
10. 纸 层 析 装 置 5 
11. 层 析 溶 剂 5 个 槽 的 容量 
(SHA BE: 2K: KEM =130: 37:33) 

方法 


100 毫克 核酸 和 1 毫升 过 氧 酸 混合 , 在 沸水 浴 中 加 热 1 
小 时 。 放 一 玻璃 球 或 安 颜 于 试管 顶端 ， 以 减少 蒸发 所 引起 的 ， 
体积 丢失 。 此 水 解 需 在 通风 橱 内 防护 屏 的 后 面 进行 ， 因 为 有 
爆炸 的 危险 。 千 万 别 加 热 至 干 。 

冷却 试管 ， 加 入 工 毫升 水 ， 离 心 ， 取 清亮 的 上 清 液 点 于 
Whatman 1 号 滤纸 上 ， 下 行 层 析 过 夜 。 标 准 碱 基 也 需 层 析 同 
样 的 时 间 。 

在 冷 空气 流 中 放置 4 小 时 ,干燥 纸 层 谱 ;随后 在 紫外 灯 下 
划 定 碱 基点 位 置 , 用 5 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 洗 脱 纸 层 点 
过 夜 ， 测 其 紫外 线 吸 收 光谱 。 通 过 与 标准 嘎 哈 和 喀 啶 碱 的 紫 
外 光谱 比较 鉴定 碱 基 。 并 按 表 8.3 所 给 的 消光 系数 值 测 出 核 
酸 中 各 碱 基 的 相对 含量 。 

结果 与 碱 水 解 后 核 苷 酸 电泳 所 测 碱 基 比 值 相 比较 。 


表 8.3 味 吟 和 喀 啶 碱 在 0.1 克 分 子 / 升 盐酸 中 的 光 吸 收 值 : 


核 背 酸 碱 基 最 大 波长 毫克 分 子 消光 系数 
Ean o> 260 13.0. 
fem 250 11.2 
FREE 260 7.9 
Ha RR Pa 265 7.9 
Weal Ra wsgE 275 10.5 


实验 8.5” 猪 脾 DNA 的 分 离 


。238。 


几乎 所 有 的 细胞 均 含 DNA， 但 在 某 些 组 织 中 存在 的 
” 量 十 分 小 ,它们 不 是 DNA 的 良好 来 源 。 还 有 些 组 织 含 多 量 
DNA 酶 ,以 致 会 把 DNA 打 成 较 小 的 片段 。 因 此 分 离 DNA 
的 良好 来 源 应 该 是 DNA 含量 高 而 DNA 酶 活力 低 的 材料 。 
类 淋巴 组 织 在 这 些 方面 是 很 合适 的 ， 而 最 好 的 材料 是 胸 腺 。 
脾脏 是 另 一 种 好 材料 。 

DNA 容易 变性 ， 为 了 使 所 得 产物 在 结构 上 更 接近 于 天 
然 细 胞 的 DNA， 操 作 必 须 特 别 谨 导 。 要 避免 机 械 张力 以 及 
剧烈 的 物理 和 化 学 条 件 , 而 且 必 须要 抑制 住 核酸 酶 活力 。 在 制 
备 溶液 中 柠檬 酸 钠 的 存在 可 与 DNA 酶 的 辅助 因子 Catt 和 
Mgt+ 离子 结合 。 在 去 除 蛋 白质 之 前 的 各 步 中 都 要 在 冷 的 条 
件 下 尽快 地 进行 。 

核 蛋白 可 溶 于 水 和 高 离子 强度 的 溶液 ， 在 低 离 子 强度 溶 
液 中 不 溶解 ， 在 开始 抽 提 工作 中 就 应 用 了 这 个 性 质 。 组 织 先 
在 含有 pH7 柠檬 酸 盐 缓冲 的 等 活 盐 液 中 打 成 匀 浆 。 当 多 数 
大 分 子 进入 溶液 时 ， 不 溶 的 核 蛋 白 被 沉淀 下 来 。 随 后 用 2 克 
分 子 / 升 浓度 的 盐 溶液 把 它 溶解 . 

借 氯 仿 - 异 戊 醇 混 合 物 处 理 制剂 , 除去 蛋白 质 , 然后 用 乙 
醇 沉 淀 DNA， 产 物 溶 于 稀 的 缓冲 盐水 溶液 中 冰冻 贮存 。 这 
种 形式 的 样品 可 稳定 数 月 。 


材料 _10 
1. Fah 300 克 
2. 缓 冲 盐 液 (0.15 克 分 子 / 升 NaCl-0.015 克 分 

子 / 升 柠 檬 酸 钠 pH7.0) 3 升 
3. 毛 化 钠 ( 2 克 分 子 / 升 ) 6 Ft 
4. 氧 仿 - 异 丙 醇 (6:1) 2F 


5 .无 水 乙醇 2 升 
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6. CB 
7. TEDL 
ik 


取 50 克 猪 脾 唱 成 小 碎 块 ， 加 入 200 毫升 缓冲 的 盐水 深 
We, FH 1 DoH. BUFR 5,000g 离心 15 分 钟 ， 沉 淀 加 入 
200 毫升 缓冲 盐水 液 再 匀 浆 ， 弃 去 上 清 ， 沉 降 物 均匀 地 苦 浮 
于 2 克 分 子 / 升 的 氧化 钠 溶液 中 , 终 体积 为 1 升 。 此 时 天 部 分 
物质 都 将 溶解 。 离 心 除去 残留 沉 酒 ， 上 清 加 入 等 体积 的 蒸馏 


水 ,同时 不 断 地 用 玻 棒 搅 拌 溶液 。 用 玻 棒 缠 起 纤维 状 帝 淀 ; 捞 


出 后 放 在 空 烧 杯 中 30 分 钟 。 此 时 团 块 将 会 收缩 压 拼 出 来 的 
液体 用 滤纸 吸 去 。 


将 脱氧 核糖 核 蛋白 溶 于 约 100 毫升 的 2 克 分 子 / 升 NaCl © 


中 ,加 入 等 体积 的 氯仿 - 异 戊 醇 (6:1) 混合 液 振 摇 30 秒 钟 , 乳 ， 
浊 液 在 50,000g 离心 10 一 15 分 钟 ， 收 集 有 DNA 的 上 层 水 
相 。 最 好 是 缓 缓 地 把 溶液 吸入 一 个 合适 容器 中 ， 不 要 搅 混在 
两 液 层 间 的 变性 蛋白 质 。 用 有 机 溶剂 再 重复 处 理 二 次 以 上 ， 
把 上 清 液 收集 在 500 毫升 的 烧杯 中 。 

加 入 二 倍 体积 的 冷 乙醇 ， 缓 慢 搅动 以 沉淀 DNA, #78. 
纤维 状 沉淀 缠绕 在 玻璃 搅 棱 上 ,小 心地 取出 玻 棒 , 在 烧杯 壁 上 
慢 慢 地 挤 压 纤维 状 DNA 凝 块 ， 除 去 多 余 溶剂 。 最 后 把 玻 
棒 上 缠 着 的 DNA 浸 于 下 述 多 种 溶剂 中 洗涤 , 并 按 上 面 操作 
挤 除 溶剂 。 所 用 的 四 种 溶剂 依次 是 : 70% CB, 80% 乙醇 、 
无 水 乙醇 和 乙醚 。 把 醚 洗 后 的 DNA 放 在 通风 橱 中 约 ne 
钟 左右 ,以 去 除 最 后 残留 的 乙醚 。 

干燥 的 DNA 称 重 ， 在 不 断 搅拌 下 溶 于 10 倍 稀释 的 组 
冲 盐水 液 中 , 配 成 每 毫升 2 毫克 的 浓度 ,冰冻 贮存 备用 。 
实验 8.6 “核酸 的 紫外 吸收 作用 

原理 
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HH FS AEE EAA, BREE 
。 外 区 域 有 强 吸收 作用 。 它 们 具有 特征 性 的 260 毫 微米 吸收 高 
峰 和 230 毫 微米 最 小 吸收 峰 。 

通常 并 不 知道 核酸 制剂 中 水 的 含量 ， 故 用 重量 为 单位 来 
表示 消光 系数 并 不 可 靠 。 消光 系数 的 方便 表示 法 是 Ep， 即 
含有 1 克 分 子 磷 的 1 升 溶液 的 消光 值 。 即 使 如 此 ， 某 一 种 核 
酸 的 消光 系数 也 不 是 恒定 的 。 它 还 取决 于 样品 的 预 处 理 方 
法 ,介质 的 pH 和 离子 强度 。Ep 的 典型 数值 如 下 : 

DNA 的 Ep = 6000—8000 

RNA 的 Ep = 7000—10000 gta 

. 当 核 酸 被 降解 或 水 解 时 , 它 的 消光 系数 可 以 增加 达 40 和 ， 
这 就 是 所 谓 的 增色 效应 。 在 核酸 大 分 子 中 。 氢 键 以 及 一 > 
电子 间 的 相互 作用 改变 了 碱 基 的 共振 行为 ， 所 以 它 的 消光 作 
用 比 它 的 组 成 成 分 核 苷 酸 要 低 。 


jaf 

pe sot Ie yk > Sy BB 
£& ---- 绥 慢 冷 却 曲线 
8 一 Fes fi? HB 2 


ee 


Ta 
温度 


图 8.8 温度 对 DNA 消光 作用 的 影响 


当 缓慢 加 热 双 链 DNA 溶液 到 达 其 熔融 温度 “Tm” 之 
前 ? 冰 光 作用 变化 很 小 ; 而 到 达 “ 熔 点 ?时 ,消光 值 迅 速 增 高 ; 再 
升 高 温度 ， 又 无 明显 的 改变 。 在 熔点 温度 下 两 条 互补 链 碱 基 
对 之 间 的 氢 键 断裂 。 两 股 DNA 链 被 分 开 。 若 把 热 的 DNA 
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溶液 再 慢 慢 冷 下 来 ,两 股 链 又 重新 合 起 来 ,冷却 曲线 "一定 与 
其 “溶解 曲线 ”重合 。 然 而 , 若 DNA 溶液 又 然 冷却 ， 两 股 链 
的 某 些 部 位 会 再 结合 处 于 无 规则 稀 坟 Alb, GES i FA 
光 值 比 加 热 前 原来 的 DNA 溶液 高 (图 8. 9)。 


材料 : 10 
1.DNA — 6.5%. 
2. RNA | | AS GS ARSC EQ BE 
3.DNA He - . 2 Ft 
4 es RR C0.5 克 分 子 / 升 ，pH5.5) 1 Ft 
5 . 含 硫酸 镁 的 醋酸 缓冲 液 《 配 制 一 个 硫酸 镁 为 

0.01 克 分 子 / 升 浓度 的 醋酸 缓冲 液 ) SUSE 1 FH} 
6. 缓 冲 的 盐水 液 (NaCl, 0.15 克 分 子 / 升 , 0.105 
克 分 子 / 升 柠檬 酸 钠 pH7.0) - ”1 和 
.7. 带 有 恒温 加 热 池 的 紫外 线 分 光 光 度 计 SS 
8. 温 度 可 高 达 95°C 的 水 浴 5 
FE 


分 光 光 度 法 测定 10 毫克 RNA 和 DNA 分 别 溶 于 
缓冲 盐水 滚 中 至 终 体 积 100 毫升 。 画 出 这 两 种 溶液 在 220 一 
320 毫 微米 范围 内 的 紫外 线 吸 收 光谱 ,并 按 实验 8.9 所 述 测定 
出 磷 含 量 之 后 ,计算 出 它们 的 Epo 

比较 你 目 己 的 制剂 和 商品 制剂 所 测 得 的 二 个 结 妥 ， 并 对 
观察 到 的 任何 差别 加 以 评价 。 

脱 忽 核 糖 核酸 酶 的 作用 用 含 硫酸 镁 的 醋酸 缓冲 液 本 
制 一 个 DNA 溶 熙 (10 毫克 DNA/100 Ft). 吸取 :2.5 % 
升 加 人 一 试管 中 ,再 加 0.5 毫升 合适 稀释 度 的 酶 液 , 观察 其 在 
260 毫 微米 波长 下 的 消光 变化 。 用 蒸馏 水 代 蔡 酶 做 对 照管 
比较 两 种 结果 。 

用 RNA 重复 上 述 实验 ,并 解释 结果 。 
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加 热 对 DNA 的 影响 ”用 三 种 不 同 浓度 的 缓冲 盐水 
液 配 制 DNA 溶液 ，DNA` 浓度 每 毫升 0.1 毫克 ， 使 溶液 的 
起 始 消光 数值 约 在 0.3 一 0.5。 所 用 的 缓冲 盐水 液 的 浓度 分 别 
为 稀 的 (0.1)、 标 准 的 (1 x 1) 和 浓 的 (5 X) 三 种 。 把 溶液 
加 入 分 光 光 度 计 可 恒温 控制 的 比 色 池 中 ， 随 着 温度 升 高 到 
90%C， 逐 个 记录 消光 值 的 改变 。 鉴 于 恒温 水 浴 中 的 温度 总 高 
于 比 色 池 的 温度 , 故 可 能 的 话 , 可 直接 测量 比 色 池 中 DNA 溶 
液 的 温度 。 

另外 ,再 测定 当 兆 度 由 90°C 慢 慢 冷 至 室温 时 消光 值 的 变 
化 。 随 后 ,重复 上 述 实验 ,但 这 次 骤然 地 冷却 溶液 。 

比较 二 次 实验 的 冷却 和 熔融 曲线 ,并 评述 离子 强度 对 “ 熔 
点 ”的 影响 。 
实验 8.7 二 苯胺 反应 测定 DNA 

原理 

DNA 在 酸性 条 件 下 用 二 苯胺 处 理 , 产 生 蓝 色 化 合 物 , 它 
在 595 毫 微米 波长 下 有 一 个 陡 的 最 大 吸收 峰 。 这 个 反应 是 - 
脱氧 戊 糖 所 共有 的 ,并 非 对 DNA 专 一 。 在 酸性 溶液 中 , 直 链 
形式 的 脱氧 戊 糖 变 成 了 高 度 活化 的 p- 产 基 乙酰 丙 醛 , 它 和 二 、 
苯胺 反应 产生 蓝 色 的 复合 物 。 在 DNA 中 , 只 有 味 吟 核 苷 酸 
中 的 脱氧 成 糖 才 起 反应 ， 因 此 所 测 得 的 数值 是 总 脱氧 核糖 的 
一 半 。 


.材料 10 
1.DNA (#854) (0a 
2.RNA (商品 ) 10 毫克 
3. 来 自 实验 8.5 WK DNA 溶液 10 毫 克 
4. 来 自 实 验 8.1 的 酵母 RNA 溶液 10 毫 死 


5. 缓 冲 的 盐水 液 (0.15 克 分 子 / 升 NaCl,0.015 
we S/F eT RRA pH7) 500 毫升 
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6. 二 苯胺 试剂 (10 HAA FERIA 1 Fk 
酸 中 ， 再 加 入 25 毫升 浓 硫 酸 , 新 鲜 配 制 )， i 9 
7. BEAK Sy 4 
方法 
10 毫克 核酸 溶 于 50 毫升 缓冲 盐水 液 中 ,， 取 2 毫升 加 
人 4 毫升 二 苯胺 试剂 , 沸水 浴 中 加 热 10 5h, MARE 595 
毫 微米 下 读 消光 值 . 以 水 作 空白 来 测定 样品 及 标准 管 读 数 。 
计算 出 自己 制备 的 核酸 及 商品 制剂 中 的 DNA ho 
实验 8.8 地衣 酚 反应 测 RNA 


这 是 戊 糖 的 一 个 普遍 性 反应 ， 当 戊 糖 和 浓 盐 酸 一 起 加 热 
就 形成 了 糠 醛 。 在 氧化 铁 的 催化 下 ， 地 衣 酚 试剂 与 糠 醛 相 互 
作用 产生 绿色 ， ST 3 FE ENE FR SED 


材料 10 
1. 实 验 8.7 中 配制 的 DNA 和 RNA 溶液 (0.2 

2 he/ st) 250 毫升 
2. 地 衣 酚 试剂 [ 1 TERR (FeCl, - 6H,O) ¥ 

于 1 升 浓 HCl 中 加 入 35 BH 6% (W/V) 地 

衣 酚 乙醇 溶液 ] 1 Ft 

3. HEY or 5 
方法 : 

把 2 毫升 的 核酸 溶液 和 3 毫升 地 衣 酚 试剂 相 混 义 ， 在 沸 
水 洽 中 加 热 20 分 钟 。 冷 却 后 ,在 665 毫 微米 波长 下 对 地 衣 酚 
试剂 空白 测定 消光 值 。 
实验 8.9 核酸 的 磷 含 量 测定 

原理 


核酸 用 过 氧 酸 氧化 成 无 机 磷 ， 然 后 用 普通 方法 测 无 机 磷 


| 10 
1. 测 无 机 磷 的 试剂 (实验 4.3) 


2. 过 和 氧 酸 (60%V/V) 102F+ 
3. AR 20 
方法 


吸 2 毫升 核酸 溶液 (9l 毫克 /毫升 ), 加 入 消化 瓶 中 ,再 加 
0.5 毫升 过 氧 酸 ,小 心地 消化 工 小 时 ,不 让 无 机 磷 丢 失 ( 注 意 ! 
有 爆炸 的 危险 ,看 实验 8.3)。 待 冷却 后 ,每 个 消化 瓶 中 加 入 :1 
毫升 蒸馏 水 , 按 实 验 4.3 所 述 测定 磷 的 含量 。 
Baws BPA 


x mR AB ® 
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第 九 章 酶 、 


酶 作为 催化 剂 — 

HEL VE AA 生活 机 体 之 所 以 能 迅速 获得 能 量 和 利用 能 
量 , 是 因为 体内 存在 生物 催化 剂 , 这 种 生物 催化 剂 称 为 酶 。 酶 
与 无 机 催化 剂 一 样 ， 能 改变 化 学 反应 速度 但 不 影响 反应 最 终 
的 平衡 ,而 且 很 少量 的 催化 剂 就 能 催化 大 量 分 子 反 应 。 酶 与 
无 机 催化 剂 不 同 的 是 , 它 有 高 度 专 一 性 , 即 酶 只 能 催化 某 些 类 
型 反应 ， 或 者 在 某 些 情况 下 只 能 催化 一 个 反应 。 酶 也 只 能 在 
一 定 pPH、 温 度 、 底 物 浓度 及 辅 因子 等 条 件 下 发 挥 作 用 。 这 
些 性 质 在 下 面 的 几 个 实验 中 加 以 说 明 。 

分 类 卫 的 命名 和 分 类 是 根据 俊 化 反应 的 类 理 ， a 

分 六 大 类 : 

1. 氧 化 还 原 酶 

2. 转 移 酶 

3. 水 解 酶 

4. 裂 解 酶 

5. 异 构 酶 

6. 连 接 酶 (合成 酶 ) 

每 一 种 酶 按照 它 所 属 大 类 和 小 类 有 一 个 分 类 学 上 的 名 称 
和 编号 。 例如 ， 乳 酸 : NAD 氧化 还 原 酶 号 码 是 1.1.1.27。 
第 一 个 数字 表示 酶 属于 第 一 大 类 ， 因 此 是 氧化 还 原 酶 。 第 二 
个 数字 是 根据 起 变化 的 化 学 基 团 表示 所 属 的 小 类 ， 这 里 是 指 
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一 CHOH 基 团 。 第 三 不 数字 代表 所 属 组 别 , 这 里 表示 以 NAD 
或 NADP 作为 氢 受 体 。 最 后 一 个 数字 表示 酶 的 特性 。 酶 还 
有 其 俗名 ,比分 类 学 名 更 短 更 方便 。 上 面 介绍 的 酶 ,人 们 更 部 
悉 的 名 称 是 乳酸 脱氧 酶 。 

实验 9.1 酶 的 催化 作用 

原理 

在 催化 剂 存在 下 ,，H;O, 可 分 解 成 HO 和 O,。 本 实验 用 
过 氧化 氨 消 失速 度 比 较 过 氧化 氢 酶 与 无 机 催化 剂 胶体 铀 。 用 
高 锰 酸 钾 泣 定 终点 ,滴定 反应 用 Mn** 作 催化 剂 。 

5H,O, 十 2MnOy 十 6H* —> 50, 十 2Mn + 8HO 


材料 100 
于 过 氧化 氢 (10 毫克 分 子 / 升 ) 22 Ft 
2. 磷酸 钠 或 磷酸 钾 缓 冲 液 (50 毫克 分 子 / 升 , pH7.2) 5 F 
3. 过 氧化 氢 酶 溶液 (0.2 微克 /毫升 ) 3 升 
4. 胶 体 铂 (20 微克 /毫升 ) 3 Ft 
5. 盐 酸 (5 毫克 分 子 / 升 ) 15 Ft 
6. Bt te (0.1 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
7. 标准 高 锰 酸 钾 (2 毫克 分 子 / 升 ) 10 Ft 
8. 滴 定 管 (10 SF) 50 
9.37° ki 25 
10. 氰 化 钾 (10 毫克 分 子 / 升 儿 (小 心 ,有 毒 !) 3 Ft 
方法 


MEAL He Fl 准备 5 支 试管 ， 内 有 以 下 反应 混合 物 并 置 
” 于 37sc KBE: 
成 份 a tt 
x 3 毫升 
磷酸 缓冲 液 (50 毫克 分 子 / 升 ，pH7.2) 1 毫升 
催化 剂 ( 过 氧化 氢 酶 或 胶体 铀 ) 1 @Ft 
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同时 ,使 过 氧化 所 溶液 在 37"C 下 平衡 。 5 分 钟 后 ,向 每 管 混合 


物 中 加 入 5 毫升 过 氧化 氨 波 ,使 反应 开始 。 分 别 保温 3 分 钟 、 q 


6 分 钟 、9 分 钟 、12 分 钟 和 15 .分钟 后 各 取出 一 管 ， 立 即 加 
人 5 毫升 5 克 分 子 / 升 盐酸 以 钝 化 催化 剂 而 中 止 反 应 。。 试管 . 
转 至 冰 浴 中 ,每 管用 标准 高 锰 酸 钾 进行 滴定 。 

滴定 向 每 个 样品 中 加 入 2 38 0.1 克 分子 / 升 的 氧化 
HAA 2 毫克 分 子 / 升 的 高 锰 酸 钾 滴 定 至 粉红 色 终点 。 如 
果 高 锰 酸 钾 是 标准 溶液 ， 那 么 1 毫升 就 相当 于 5 微克 分 子 的 ，， 


过 氧化 氧 。 用 校正 过 氧化 所 自然 分 解 后 的 滴定 数据 可 作 一 过 


氧化 氨 消 失 图 。 

对 照 ”， 过 氧化 氢 不 稳定 ， 在 无 催化 剂 时 一 些 分 子 也 会 
自发 分 解 。 这 可 以 通过 与 试验 样品 管 同时 保温 一 系列 含有 过 
氧化 所 ,缓冲 液 和 水 但 无 催化 剂 的 试管 得 到 校正 : 

AOA ee 学 生 们 应 当 两 人 一 组 ， 这 样 一 人 用 过 
氧化 氢 酶 实验 ; 另 一 个 可 以 用 胶体 铀 。 当 然 所 有 的 测定 都 应 
当 有 重复 管 


从 曲线 亿 率 计算 每 种 催化 剂 的 活性 。 以 每 分 钟 每 毫 克 催 


化 剂 分 解 HO, 的 微克 分 子 数 表示 结果 ,此 外 ,也 可 用 每 分 钟 
每 微克 分 子 催化 剂 分 解 H:O, 的 微克 分 子 数 表示 ， 并 且 比 较 
过 氧化 氢 酶 与 胶体 铀 的 相对 效率 。 

WERTH = 195 

过 氧化 氢 酶 分 子 量 = 25,000 ee 
为 了 计算 的 需要 ， 可 以 假定 每 个 原子 或 分 子 有 一 个 活性 中 
De 

ei) — REM EHBeh, ewe 1 

毫升 10 毫 克 分 子 / 升 的 氰 化 钾 溶 液 代 替 1 毫升 水 (注意 : 氰 化 
钊 有 毒 , 不 可 用 嘴 吸 ,而 用 滴定 管 加 。) 讨 论 此 结果 。 
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酶 测定 ”由 于 酶 在 很 低 浓 度 下 就 可 催化 一 种 特殊 的 反 
应 ， 因 此 几乎 没有 一 种 酶 能 被 直接 测定 。 证 明 酶 的 存在 可 以 
用 底 物 的 消耗 或 是 反应 产物 的 形成 来 表示 。 在 严格 控制 的 条 
件 下 , 酶 与 底 物 一 起 保温 ,适当 时 间 后 ,取出 样品 进行 分 析 。 
+ ， 除 试验 管 外 , 常 需 准 备 对 照管 , 其 中 一 管 无 酶 ， 
”一 管 有 酶 而 无 底 物 。 当 酶 有 几 种 辅 因子 时 ， 还 需要 其 它 的 对 
照 混 合 物 。 对 照 的 目的 是 考虑 到 非 酶 所 活化 的 ,非特 异 的 . 自 
发 的 化 学 反应 。 

反应 曲线 当 除 去 非 酶 作用 所 引起 的 底 物 转化 时 ， 即 
可 用 底 物 分 解 量 或 者 生成 的 产物 量 对 反应 时 间作 图 ， 得 到 图 
9.1 的 曲线 , 称 为 反应 曲线 。 底 物 随 时 间 的 改变 最 初 呈 直线 关 
系 , 随 后 减 慢 。 反 应 初期 没有 产物 生成 ,但 当 达 到 平衡 时 ， 逆 
反应 变 得 更 重要 。 底 物 浓 度 随 时 间 而 降低 ， 因 此 由 于 酶 作用 
的 底 物 减少 ， 酶 活性 下 降 。 最 后 酶 可 能 被 形成 的 产物 所 抑制 
或 者 在 实验 过 程 中 慢 慢 失 活 。 综 合 所 有 这 些 影响 。 推 导出 一 
个 适合 于 曲线 的 标准 方程 式 实际 上 是 不 可 能 的 , 因此 酶 活 
性 〈v) 的 测定 是 在 这 些 影响 最 小 时 的 初 反应 速度 (v = a/b) 
求 得 。 

酶 单位 酶 活性 经 稼 以 单位 〈U) 表 示 , 例 如 一 个 酶 单 
位 是 指 在 一 定 条 件 下 每 分 钟 催化 一 微克 分 子 底 物 反 应 所 需要 
的 酶 量 。 有 些 情 况 下 ,用 上 述 单位 表示 活性 嫌 太 大 ,而 以 毫 微 
克 分 子 /分 或 者 微微 克 分 子 / 分 来 表示 更 为 方便 。 

SI 制 表 示 酶 活性 的 单位 是 Katal (Kat)， 即 指 每 秒 钟 使 
一 克 分 子 底 物 反应 的 酶 量 ， 这 个 单位 太 大 ， 更 好 的 是 用 微 
0 kat) 、 毫 徽 Katal (mn kat) 或 者 微微 Katal (p kar) 

IU 一 1 微克 分 子 /分 
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1Katal = 1 克 分 子 / 秒 
1U 一 wKat/60 = 16.67n Kat — 


Bitrate 
eae 
的 斜率 ， 


V=a/b 


EMME s 


时 间 ， ¢ 


9.1 典型 的 反应 曲线 


表示 酶 的 纯度 用 比 活 性 ， 即 每 毫克 蛋白 质 所 具有 的 酶 单 
位 数 。 若 以 SI 制 单位 表示 则 为 每 公斤 蛋白 质 的 Katals。 — 
纯 酶 的 相对 活性 是 以 它们 的 殉 分 子 活 性 来 比较 的 ， 也 就 “ 
是 分 子 活性 或 转换 数 ， 即 在 最 适 条 件 下 一 分 钟 内 由 一 分 子 酶 “ 
催化 进行 反应 的 底 物 分 子 数 。 例 如 过 氧化 氢 酶 的 克 分 子 活 性 
是 5 X 10 范围 。 
实验 92 LYRA NARA KE I OA 
应 曲线 ( 正 磷酸 单 酯 磷酸 水 解 酶 3.1.3.1) 
原理 
碱 性 磷酸 酶 (最 适 pH 为 9 一 10) 存 在 于 骨 、 肾 、 证 和 小肠 
中 ,作用 于 磷酸 本 而 释 出 无 机 磷酸 。 
. OH OH 
R-O- eter —> R-OH+ Ho 一 P 一 0 


OH OH 


52 WNL PAS fi BE 2G SR 1/28 JES, AT ET PRS ZK FR 
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“所 释 出 的 对 位 硝 基 苯 酚 可 用 比 色 法 测定 。 碱 性 溶液 中 的 对 位 
硝 基 葵 酚 在 405 毫 微米 处 有 一 吸收 峰 ， 而 底 物 对 位 硝 基 葵 磷 
BEAR, stininjceiaicaaialiipinecaaies 
来 判断 此 酶 促 反应 的 程度 。 
RABY 100 
1. 碳酸 钠 一 _ 配 酸 氢 钠 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ;pH 
10.0). : 500 毫升 
2. ALAY SE ERE A (5 毫克 分 子 / 升 
碱 性 缓冲 液 ) 500 毫升 
3. 对 位 硝 基 葵 酚 标准 液 (50 微克 分 子 / 升 ) 取 
69.6 毫克 对 位 硝 基 葵 酚 溶 于 100 毫升 碱 性 绥 


冲 液 中 ， 然 后 用 此 缓冲 液 稀释 100 倍 1 Ft 
4. 血 清 50 毫升 
5. 比 色 计 50 
方法 


反应 “将 0.8 毫升 碳酸 钠 一 碳酸 氢 钠 缓冲 液 加 入 2 毫 
升 底 物 溶液 中 并 充分 混 侣 ;立即 加 入 0.2 毫升 血清 并 在 405 
毫 微米 处 测定 消光 值 的 变化 。 
eq ”与 试验 管 相 同 ， 只 是 用 02 毫升 缓冲 液 代替 血 
清 。 

标准 ”配制 不 同 浓度 的 对 位 硝 基 苯酚 溶液 ， 并 以 405 
毫 微米 的 消光 值 对 硝 基 苯酚 浓度 作 图 。 

计算 

试验 管 的 消光 值 减 去 空白 管 的 消光 值 ， 然 后 从 标准 曲线 
上 算出 反应 释 出 的 对 位 硝 基 茶 酚 的 含量 。 血 清 碱 性 磷酸 酶 活 
性 的 表示 法 为 每 毫升 血清 含有 多 少 单位 〈 测 定 中 血清 用 量 为 
0.2 毫升 )。 


a * “ 7 . = 人 e251. 


BRE 


床 生化 中 ,只 取 0.1 毫升 或 0.2 毫升 血清 进行 测定 ， 而 活性 表 
示 为 每 升 血清 中 所 含 的 单位 数 。 为 此 ， 确 定 酶 活性 随 酶 浓度 


线性 变化 的 关系 是 十 分 重要 。 与 该 直线 的 任何 偏差 都 是 某 些 


限制 因素 影响 的 结果 (图 9.2)。 
实验 9.3 血清 硫 性 确 酸 酶 活性 随 酶 浓度 的 变化 
材料 
如 以 前 的 实验 一 样 ,准备 2 SBI, 2 升 底 物 和 2 200 毫 
升 血 清 ,这 些 量 对 于 50 组 (2 人 一 组 ) 学 生 是 足够 的 5 下 


MBH. V 


. 酶 浓度 , ¢ 
A. 正常 反应 “B. G) 用 以 计算 酶 活性 反应 曲线 的 非 线性 部 分 《ii) 酶 中 存在 抑 
制剂 C. 酶 中 存在 激活 剂 ，D. ROMER EF. 反应 物 中 有 钝 化 剂 如 重金 属 
图 9.2 ” 酶 浓度 对 活性 的 影响 


方法 

取 不 同 量 的 血清 0.1 一 0.6 毫升 分 别 进行 实验 ， 底 物体 积 
恒定 不 变 为 2 毫升 ， 调 节 缓 冲 液体 积 使 混合 物 终 体积 与 前 实 
验 相同 为 3 毫升 。 按 前 所 述 方法 ， 用 不 同 血 清 量 分 别 作 酶 反 
应 的 时 间 曲 线 , 测 定 反 应 初速 度 ， 然 后 以 酶 活性 对 酶 浓度 (用 
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测定 酶 时 只 取 被 测 物 的 一 部 分 进行 测定 。 然 后 再 计算 酶 
液 总 体积 或 含 酶 被 测 物 总 量 中 所 含有 的 酶 活性 。 例 如 ， 在 临 


“ 


血清 的 毫升 数 表 示 ) 作 图 。 

根据 反应 曲线 在 非 直线 部 分 选择 一 适当 时 间 进 行 酶 反 
应 ,用 每 分 钟 释 放 的 对 位 硝 基 苯 酚 的 平均 量 表示 酶 活性 ,以 酶 
活性 对 酶 浓度 作 图 ， 并 将 此 图 与 以 上 所 述 的 以 初速 度 表 示 酶 
活性 的 反应 曲线 相 比 较 。 

酶 活性 和 底 物 浓 度 

Michaelis-Menten ji 

ane BOWKER, BS 
到 类 似 于 图 9.3 所 示 的 直角 双 曲 线 。 

当 底 物 浓度 低 时 ,v 与 。 呈 线 性 关系 ,其 反应 动力 学 为 一 
级 反应 : v= 一 ds/dt 一 ks， 这 里 k 是 速度 常数 。 

当 底 物 浓度 高 时 ，， 与 s 无 关 ， 其 反应 动力 学 为 零 级 反 


应 ,v 一 一 ds/dt 一 常数 一 V。 
当 底 物 浓 度 适 量 时 , 则 v 与 s WAR AARNE 


底 物 浓度 


oO — cw oan em ewan a, 
Re 


“3 底 物 浓度 对 酶 活性 的 影响 


By 
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级 反应 的 动力 学 性 质 。 
1913 年 Michaelis 和 Menten 首先 推导 出 "与 ss 关系 ; 整 “ 

条 曲线 的 方程 式 为 : 
< Vs é 

Se 


bY el 


BVA K, Bie Fi Blo 
基本 的 假定 是 酶 和 底 物 形成 一 个 复合 物 而 后 再 分 解 生成 
酶 和 产物 。 
_Michaelis 方程 式 的 推导 cRGMER, Michaelis 7 
Menten 假定 复合 物 的 分 解 速度 很 小 而 不 足以 明显 破坏 酶 与 
底 物 之 间 的 平衡 。 后 来 Briggs 和 Haldane Rik Sik TM 


点 ,推导 出 一 个 假定 在 稳 态 情况 下 的 反应 式 , 即 测定 时 复合 物 ， 


分 解 速度 与 其 生成 速度 相等 ， 根据 这 个 更 为 普遍 的 假设 得 到 
如 下 的 推导 。 
反应 式 的 全 过 程 如 下 去 所 示 


k+a 


和 
E 十 S =~ ES —> E+ 
(c—p) (s) kk 


tp) 


这 里 一 酶 (E) 浓度 ,s — EW (S) 浓度 ，p 一 酶 与 底 物 复 
合 物 CES) RE, ki, kin k.. 是 速度 常数 ， 游 离 底 物 的 浓 
度 与 底 物 总 浓度 相同 ， 因 为 实际 上 结合 到 复合 物 上 的 底 物 浓 
度 冲 党 是 很 小 的 。 

ES 的 生成 速度 一 kti(e — p)s 

ES 的 分 解 速度 = kp 十 k,2p 
在 稳 态 情况 下 ,生成 速度 一 分 解 速度 ,因此 

ki(e 一 p)s = (k_, + ky2)p 

等 式 移 项 : 
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es 


gee (ky + ky)/ (ku) 
因 酶 的 反应 速度 v=k+ 2p, PRL 


ae ky2¢s 
s+ (k_, + k42)/Ck41) 


当 全 部 酶 均 与 底 物 形成 复合 物 时 ， 才 有 可 能 达到 反应 的 最 大 
速度 ,此 时 V=k-+ 2e, 如 果 (k-_， = 了 k42)/Cki1) en RE, 
则 上 述 反 应 式 可 写 为 


Vs V 
v= 或 者 ee ene 
人 cota i OEP 


此 式 重 排 ,得 到 直角 双 曲 线 的 方程 式 : 
(V — v)(K,, +s) = VE. 


动力 学 常数 K。 和 V wmWes—K,, Bl Fr 这 


样 Michaelis 常数 是 使 反应 速度 达到 最 大 反应 的 一 半 时 所 需 
的 底 物 浓度 ， 

如 果 能 保持 Michaelis 和 Menten 提出 的 平衡 情况 , 则 
ki, 与 ki. MALE, ky. 小 到 可 以 忽略 ， 则 Ku =k-i/ki,, Ht 
NK, 是 酶 与 底 物 复合 物 的 解 离 常 数 。 因此 Ko 大 意味 着 
解 离 常数 大 , 或 者 说 结合 常数 小 (1/Ka)5 KZ, Kn NE 
TRA SS BUN MEG MK. 所 以 Michaelis 常数 可 以 作 
为 酶 与 底 物 亲和力 的 量度 。 

Kn 值 大 = 酶 一 底 物 亲 和 力 低 
Kn 值 小 一 酶 一 底 物 亲 和 力 高 
动力 学 常数 Kn 和 V 的 更 简便 的 测定 方法 是 变换 方程 


式 ,得 — 和 过 的 直线 方程 式 : 
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用 1/v 对 1/s 作 图 - 3d oe ee 
9.4(a))， 然 后 动力 学 常数 的 个 数 可 以 从 轴 上 的 截 距 测 得 , 因 
为 当 | 


以 及 当 


也 可 以 换 成 syv 对 s 作 图 (图 9.4(b))。 Dok AR | 
式 乘 以 * 而 来 


ade bee 评 [、、 
V V V 
| 
) s=0, S _ Ko 
V V 
和 
Sat tp ae UK 
Vv 


C1/v) 对 G/s) 作 图 称 为 Lineweaver-Burk 图 ， 是 计算 Km 
最 笛 用 的 方法 。 但 是 在 低 底 物 浓 度 测 定 酶 活性 时 ， 对 直线 的 “ 
斜率 有 很 大 影响 ,为 此 ,用 s/v Xt s 作 图 更 好 ae 

Michaelis 等 式 的 正确 性 按照 Michaelis-Menten 理论 : 1 
用 v 对 s 作 图 时 ， 许 多 酶 得 到 一 条 直角 双 曲 线 。 其 中 也 有 一 ， 
些 例外 ,我 们 将 在 下 面 变 构 酶 部 分 讨论 。 但 是 在 Michaelis 反 
应 式 的 推导 式 中 。 一 些 重要 假设 并 不 癌 是 有 效 的 。 ABT 
如 下 : 


”256。 


图 9.4 Michaelis 常数 的 测定 
1. 酶 和 底 物 形成 一 复合 物 ,复合 物 又 分 解 生 成 产物 。 


2. 只 有 一 个 配 体 , 即 底 物 ,与 酶 结合 。 而 辅酶 ， 抑 制剂 和 
激活 剂 的 作用 均 可 忽略 不 计 。 

3. 反 应 很 快 就 能 达到 稳定 状态 ， 并 且 测 定 过 程 中 保持 稳 
态 。 

4. 被 结合 的 底 物 量 很 小 ， 因 而 游离 底 物 浓度 与 底 物 总 量 
相同 。 

5. 酶 的 总 量 为 游离 酶 与 复合 物 上 结合 的 酶 的 总 和 。 

实验 9.4 ， 胰 蛋 白 酶 消化 栈 蛋 白 的 Michaelis 常数 

原理 

用 不 同 浓度 底 物 测定 酶 的 活性 的 方法 ， 可 以 测定 本 书 中 
所 提 到 的 任何 酶 的 Michaelis 常数 ,但 实际 上 ， 胰 蛋白 酶 的 测 
定 如 用 滴定 法 是 很 方便 的 ,此 法 便于 一 个 大 班 学 生 进 行 。 

胰 蛋 白 酶 是 在 胰 汁 中 发 现 的 一 种 酶 ， 它 催化 由 碱 性 氨基 
酸 如 世 - 精 氮 酸 和 L- 赖 氨 酸 的 羧基 所 构成 的 肽 键 的 水 解 反 
应 。 水 解 时 :产生 游离 氮 基 ,因此 可 用 甲醛 滴定 增加 的 庆 离 毛 
基数 进行 酶 活性 的 测定 。 

甲醛 与 氮 基 反应 生成 甲 基 化 合 物 而 释放 出 氢 离 子 ， 使 盗 
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PRA, PRE RICA LAL 
—NH,* + H-CHO == —NH-CH,OH | H* 
—NH:CH,OH + H:CHO == —N(CH,OH), 

1. 酷 蛋白 溶液 (40 克 / 升 ，pH8.5) 40 RRB 
白 溶 于 大约 900 毫升 含 20 毫升 1M 的 氢 氧 - 
化 钠 的 水 中 ,不 断 振 摇 悬 液 ,并 轻微 加 热 直至 二 

- 溶解 ,最 后 用 1M 盐酸 调 pH 至 8.5, 加 水 使 盗 、 
液 终 体 积 为 1 升 6 升 


2. 胰 蛋白 酶 (40 克 / 升 )， 从 胰 脏 提取 的 粗 制 胰 . 

蛋白 酶 是 适用 的 | AF 
3. ARERR (400 克 / 升 ，W/V) 2 得 
4. 酚 栈 (2.5 克 / 升 ,用 乙醇 配制 ) 200 毫升 
5. 氧 氧化 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 村 4 升 : 
6.37C 水 浴 20 


以 上 各 材料 量 是 按 一 ht Ea 种 
酶 蛋白 浓度 。 
方法 
我 们 建议 在 分 组 前 先 由 实验 员 进行 预 试 验 ， 以 便 选 择 胰 “ 
蛋白 酶 有 适当 活性 的 时 间 ,必要 时 ,可 以 将 酶 稀释 。 
向 6 个 小 烧瓶 中 分 别 加 入 5 SPR, 
加 入 0.1 克 分 子 氢 氧 化 钠 直至 混合 物 虽 微粉 红色 。 各 烧瓶 最 
终 颜 色 应 当 一 致 
量 100 毫 升 酷 蛋 白 溶 液 置 于 三 角 烧 瓶 中 ， 在 37%c KEN 
保温 10 分 钟 。 吸取 10 毫升 预先 经 37°C KARENREA 
酶 溶液 加 到 酷 蛋 白 中 并 充分 混合 ,准确 记 时 ,立刻 从 混合 物 中 
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Ri 18 毫升 加 到 盛 有 甲醛 的 烧瓶 内 。 每 毫升 反应 液 加 一 滴 
MEA, 再 用 0.1 克 分 子 氢 氧 化 钠 进 行 滴定 ,直至 出 现 稳定 
的 淡 糙 红色 # 刚 要 到 达 终 点 前 ;每 毫升 加 大 的 氢 氧 化 钠 需 额外 
稍 加 二 滴 指 示 剂 ;水 解 后 2 分 钟 4 分 钟 .6 分 钟 ,8 分 钟 和 10 分 
钊 各 取 10 毫 升 样品 按 上 述 操作 处 理 。 它 们 在 终点 时 的 颜色 必 
须 相同 5 以 镁 定 的 增值 对 时 间作 图 ,测定 反应 初速 度 。 
配制 不 同 浓度 的 栈 蛋 白 溶液 : 5 克 / 升 , 10 克 / 升 ,15 克 / 
Ft, 20. 克 1/ 升 ,和 50 克 / 升 ， 分 别 测定 各 种 浓度 下 的 酶 活性 。 
根据 上 上述 结 果 ,分 别 以 v" 对 s，1/v 对 ,1/s 及 s/v Hs Bo 
FH OR V A Ky, 值 。 | | 
eae : 
kek —KBH EEN EDRECAN, @2)— 
条 S HHA CA 9.5) ,不 符合 通常 的 Michaelis-Menten 动力 学 5 
这 些 酶 是 由 几 个 亚 单位 构成 ， 并 且 每 个 分 子 中 含有 一 个 以 上 
的 活性 中 心 。v 对 s 作 图 所 得 的 S 形 曲线 可 以 如 下 解释 : 即 
当 一 个 底 物 分 子 与 酶 结合 时 ， 酶 分 子 发 生 构 型 改变 以 使 另 一 
个 底 物 分 子 更 快 结合 ， 因 此 结合 底 物 的 速度 决定 于 已 被 底 物 
分 子 占 有 的 活性 中 心 数 。 虽 然 血 红 蛋 白 不 是 酶 ， 却 是 变 构 蛋 
白 的 好 例子 , 它 有 四 个 与 氧 原子 结合 的 部 位 ,就 其 结合 氧 原子 


酶 活性 , v 


底 物 浓度 ,s 
图 9. 底 物 浓度 对 变 构 酶 活性 的 影响 
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的 相对 难 易 度 来 说 ,第 一 到 第 四 个 结合 部 位 间 的 比值 为 1: 知 
2439, EA "4 

代谢 控制 ，， 变 构 酶 有 结合 激活 剂 与 抑制 剂 的 专 一 部 ， 
位 ,这 种 结合 可 引起 蛋白 质 构 型 的 改变 ,从 而 使 那些 在 化 学 结 : 
构 上 与 底 物 无 关 的 化 合 物 能 影响 酶 的 活性 ， 在 许多 代谢 控制 
环节 上 都 发 现 有 变 构 酶 * 例 如 , 柠 样 酸 是 控制 糖 酵 解 的 一 个 关 ， 
键 酶 ,磷酸 果糖 激酶 的 变 构 抑制 剂 。 

因此 当 三 次 酸 循环 中 柠 榜 酸 堆积 时 ， 糖 酝 解 速度 就 降低 | 
以 避免 三 羧 酸 循环 中 间 产 物 的 积聚 与 此 相反 ,AMP #1 ADP © 
是 磷酸 果糖 激酶 的 变 构 激活 剂 ,因此 当 ATP 浓度 低 时 (ADP 
和 AMP 浓度 高 ) , 糖 酵 解 速度 就 增加 。 

变 构 动力 学 ”推导 变 构 酶 的 S 形 曲线 的 准确 方程 式 是 ， 
很 复杂 的 , 但 是 Atkinson 根据 下 列 假 设 提 出 了 一 个 简单 方程 
式 : 

1. ES, ES;, ES, 等 中 间 产 物 只 是 短暂 存在 。 

2. 酶 与 底 物 之 间 迅 速达 到 平衡 。 

如 果 有 几 个 结合 底 物 * 的 结合 部 位 ; 那 从 


kat ky, 
E + nS = ESn — E+ 7*® 


BE FS 
seg Beas ES 
ky, LES, ] 
移 项 


如 果 酶 的 总 量 是 [Eo] 则 
移 项 
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[E] 二 [E,] — LES, 


- ks [E] arse Ls LEo] ri k,[ ES, ] (9-2) 
而 
V 一 k,[ES,, ] (9-3) 
per k3[ Eo J (9-4) 
将 (9- _3) 和 (9- We c- -2) ,得 到 
k[E] =V—v (9-5) 
(9-1) 代 和 (9-5), 则 
[BE a 
od wage ed (9-6) 
(9-3) fEA (9-6) 
V-v= Ky 
[S]* 
或 者 
alae 5 i 
V-—v K Se 
移 项 
of LO ‘ 
K+ {[S]* - oe 


如 果 只 有 一 个 结合 底 物 的 部 位 Cn =1), WEAR RA 
Michaelis 方程 式 , 得 到 一 个 双 曲 线 图 。 

动力 学 常数 ”将 (9-7) 式 取 对 数 , 可 以 变换 为 一 个 简便 
的 线性 关系 式 , 然 后 从 该 直线 图 读 出 动力 学 常数 (图 9.6)。 

log v/(V — v) = nlog[S] — logK 

根据 原来 的 假设 , an 表示 酶 与 底 物 结合 部 位 的 数目 ,但 实 
际 上 na 往往 比 该 值 小 ， 因 为 反应 中 间 产 物 的 存在 并 不 是 短暂 
的 ，n 值 代表 分 子 间 相互 作用 即 协同 性 (Cooperativity) 的 程 
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9.6 变 构 酶 的 动力 学 常数 测定 


度 。n 值 越 大 , 对 [S] 作 图 所 得 的 S 形 曲线 的 弯曲 就 越 大 。 


v 不 等 于 V/2， 但 如 果 v 一 则 从 等 式 9.7 可 得 : 
于 SS 和 天 


使 酶 活性 达到 最 高 活性 的 50% 时 的 底 物 浓度 与 常数 K 
的 关系 为 ene 


或 取 对 数 


K = (sli 
log K = nlog [S]« 
实验 9.5 RRB. HE 
原理 
‘RESP READ SURED, NAD (RUA, GMC LSE 
檬 酸 转变 为 o- AXA AK. 异 柠檬 酸 脱氧 酶 是 三 
羧 酸 循环 中 一 个 主要 控制 环节 ， 许 多 效应 剂 包括 NAD, ~ 


1) 由 P. J. Butterworth 博士 提出 。 
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AMP 和 镁 离子 使 其 发 生 改 变 。 因 NAD 还 原 为 NADH,， 


PK 340 毫 微米 处 消光 系数 的 增加 可 以 测定 此 酶 。 


oor. = COO- 
oda be 
gti fs —COO- + NAD == ~~ CH, + NADH, + CO, 
HO—C—H O=C 
COO- eds 
L- 异 柠 榜 酸 wa- 酮 戊 二 酸 
材料 10 
1. 新 鲜 面 包 酵 母 150 克 
2. 洗 净 的 阔 Lx 
3. 碳酸 氧 钠 (0.1 克 分 子 / 升 ) 200 毫升 


4. Tris-HCl 缓冲 液 (30 毫克 分 子 / 升 ,pH7.4) 500 毫升 
5. D. 工 - 异 森 檬 酸 钠 , 溶 于 Tris 缓冲 液 ;pH7.4 

200 毫升 
6. NADC2 毫克 分 子 / 升 Tris 缓冲 熙 ,pH7.4) 250 毫升 
7. AMP(3 毫克 分 子 / 升 Tris 缓冲 液 ,pPH7.4) 50 毫升 


8. 氧 化 镁 (0.1 克 分 子 / 升 ) 50 毫升 

9. 研 钵 is 

10. 带 有 记录 器 的 紫外 分 光 光 度 计 5 

11.30°C 循环 水 洽 5 
方法 ; 


酶 的 制备 “将 新 鲜 酵 母 与 洗 净 的 沙 和 0.1M 碳酸 氢 钠 


咨 液 一 起 在 乳 钵 中 研磨 以 制备 酶 的 粗 提 液 。 酵 母 细胞 壁 极其 
坚韧 ， 需 要 较 长 时 间 研 磨 才能 使 其 破碎 。 酵 母 和 沙 的 比例 以 
调节 到 沙 能 起 到 磨 碎 作用 为 宜 。 在 混合 物 中 要 有 足够 的 碳酸 
氢 钠 ;使 释 出 的 酶 能 盗 于 其 中 。 研 磨 妥 求 有 一 定 的 训练 ,可 由 
BRAK A FSS HE itil GE HHT HE HEN Ko 
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研磨 后 , 将 混合 物 转 人 离心 管 中 , 1,000g 离心 10 54RD 和 
除去 沙子 和 大 的 细胞 碎片 。 收集 上 清 再 用 3 0005 离心 1 a 
时 , 弃 去 沉淀 ,上 清 置 冰 中 待 用 。 了 

琵 的 测定 “准备 一 些 试管 ,内 装 下 列 反应 混合 物 ,并 在 
37°C 下 保温 10 分 钟 。 
NAD (2 毫克 分 子 / 升 ) 15 87 
氧化 镁 (0.1 克 分 子 / 升 ) 0.1 SI 
ERS 0a 0.2 a 

HS SE FG BE FOG 2 A AS» WF Tris 
缓冲 液 稀释 。 
加 37°C 预 温 的 底 物 1.2 毫升 使 反应 开始 进行 ， 随 之 340 。 
毫 微米 处 消光 系数 增加 ， 实 验 要 有 适当 的 空白 以 校正 非 酶 所 
引起 的 某 些 改变 。 
实验 ”测定 底 物 从 0.1 到 1.2 毫克 分 子 浓 度 下 的 酶 活 ， 

性 。 将 0.1 到 1.2 毫 升 的 底 物 ,分 别 加 入 各 管 中 , 用 Tris 缓冲 液 
使 加 入 的 底 物 终 体 积 达 1.2 毫升 ， 开 始 进行 反应 。 所 加 入 的 
底 物 为 D 型 和 工 型 的 混合 物 ， 因 此 工 - 异 柠檬 酸 浓度 范围 是 
0.05 一 0.6 毫克 分 子 / 升 。 3 
重复 以 上 实验 ,但 这 次 在 反应 混合 液 中 加 入 AMP, 其 最 ， 

终 浓度 为 0.2 毫克 分 子 / 升 和 0.5 毫克 分 子 / 升 。 a 


酶 活性 以 每 分 钟 还 原 的 NAD SABODTHMER, HA 


用 "对 [S]、1/v* 对 1/[S] A logv/(V—v) 对 log (S] Fo 
如 果 时 间 多 许 , 可 将 酶 在 60°C 下 加 热 5 分钟， 然后 重复 
以 上 实验 。 还 可 做 镁 离子 浓度 对 反应 影响 的 实验 。 


辅酶 和 激活 剂 


在 许多 情况 下 ， 一 个 酶 与 它 的 底 物 在 合适 的 条 件 下 混合 
时 ， 不 发 生 催化 反应 或 是 仅 有 微弱 的 活性 。 这 和 希 关 是 由 于 缺 恒 
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。 万 辅酶 或 激活 剂 。 
| a | 

_ 这 是 一 些 低 分 子 量 的 有 机 化 合 物 ,在 催化 作用 中 很 活跃， 
它们 在 反应 中 的 作用 常常 是 作为 一 些 特异 化 学 基 团 的 受 体 或 
供 体 。 例 如 NAD 接受 并 给 出 氢 原 子 ; 它 是 许多 赔 氢 酶 的 畏 


酶 。 辅 酶 是 指 可 溶性 的 辅助 因子 而 牢固 结合 在 蛋白 质 土 的 畏 
酶 则 称 作 辅 基 。 
激活 剂 

激活 剂 化 学 性 质 简 单 , 它 们 的 特异 性 不 象 辅酶 那样 强 。 激 
活 剂 的 功能 是 激活 酶 与 底 物 的 复合 物 ， 已 知 一 些 金属 离子 是 
-许多 酶 的 激活 剂 ,如 实验 9.7 中 的 镁 离子 。 

-实验 9.6 一 乳酸 赔 氢 酶 -(L= 乳 酸 :NAD 氧化 还 原 酶 
L.1.1.27) 辅 酶 烟 酰 胺 腺 嘎 叭 二 核 苷 酸 

原理 

许多 生物 氧化 作用 是 通过 脱氧 发 生 的 ， 氢 则 传递 给 一 个 
受 体例 如 NAD 酶 和 底 物 可 以 存在 于 反应 混合 物 中 ,; 但 是 
没有 辅酶 反应 则 不 能 进行 。 丙 酮 酸 与 二 硝 基 茶 肝 CDNP) 作 
用 生成 深 色 的 逐 ， 而 反应 物 中 其 它 化 合 物 在 实验 所 用 波长 下 
无 吸收 ,因此 能 够 测 出 转变 为 乳酸 的 丙酮 酸 量 。 实验 用 两 根 
试管 一 组 ,其 中 一 管 有 NADH:， 另 一 管 没 有 ,准备 两 组 。 
CH;COCOOH + NADH, 一 > CHCHCOH)COOH + NAD 

”丙酮 酸 乳酸 

材料 100 

1. 磷 酸 钠 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 pH7.4)， 1 升 

2. 丙酮 酸 钠 。 0.5 克 丙 酮 酸 钠 深 于 100 毫升 磷 

酸 缓 冲 液 中 为 母液 ,将 该 母液 按 1 比 50 的 比 
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例 用 缓冲 液 稀 释 ， 则 得 缓冲 的 底 物 ， 浓 度 为 


100 微克 /毫升 500 毫升 
3: 还 原型 烟 酰 胺 腺 味 叭 二 核 萌 酸 〈10 毫克 / 毫 
:2 天 )。 使 用 前 用 磷酸 缓冲 液 新 鲜 配 制 。 20 毫升 
4.2,4- 二 硝 基 茶 肝 (2 毫克 分 子 / 升 )。 取 40 毫 克 
溶 于 9 毫升 浓 盐 酸 , 并 用 水 稀释 至 100 毫升 500 BF 
5 . 氧 氧化 钠 (0.4 克 分 子 / 升 ) 5 Ft 
6. 乳 酸 脱 氢 酶 ， 用 血清 或 是 市 售 的 免 肌 肉 酶 的 
合适 稀释 液 均 可 50 毫升 
7.37 Ik 20 
©. Fie | 


| 4 支 试管 一 组 ， 准 备 两 组 ， 如 下 表 加 入 各 反应 物 ， 并 置 
37 CAISEH fi 


ami CEH) 1 - a 
磷酸 缓冲 液 (毫升 ) 一 0.1 1.1 0.2 
NADH, (3+) 0.1 一 号 
除 对 照管 外 ,分 别 向 各 管内 加 入 酶 液 0.1 毫升 。 保温 15 
分 钟 后 ， 每 管 中 加 入 工 毫 升 DNP， 然 后 在 室温 下 放置 20 分 
钟 ， 再 加 10 毫 升 氢 氧化 钠 使 之 显 色 ,10 分 钟 后 于 510 毫 微米 
下 以 水 作 空 白 测 其 消光 值 。 
计算 
对 照管 含有 10 微克 丙酮 酸 ， 这 样 在 15 分 钟 内 转变 为 驰 
酸 的 丙酮 酸 量 为 : 
对 照管 一 试验 管 
对 照管 一 空白 管 0 于 
实验 9.7 “ 镁 离子 激活 小 牛 肠 碱 性 磷酸 酶 
原理 
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二 价 离子 如 镁 、 锰 、 锌 , 外 ,尤其 是 镁 离子 能 激活 碱 性 磷酸 
酶 。 引 起 最 大 的 激活 程度 所 需要 的 镁 离子 浓度 很 高 ， 约 达 5 
BRAT Te ALE AAB MS CRE AEN RM. 

材料 和 方法 

与 实验 9.2 相同 ,只 是 用 小 牛 肠 道 酶 而 不 用 血清 , 此 外 还 
需要 氧化 铂 。 - 

稀释 小 牛 酶 液 ， 使 之 在 含 10 毫克 分 子 / 升 氯化镁 的 反应 
液 中 有 合适 的 活性 。 然 后 准备 一 系列 试管 ， 其 中 氯化镁 的 浓 
庆 分 别 为 0 一 10 毫克 分 子 / 升 ,进行 活性 测定 。, 最 后 将 酶 活 
性 对 氧化 镁 浓度 作 图 。 

Mm AY fil 

抑制 作用 的 类 型 

许多 化 合 物 与 酶 发 生 反应 使 酶 的 活性 降低 。 利 用 酶 的 这 
一 性 质 可 设计 一 些 药物 和 杀 虫 剂 ， 这 些 药物 能 选择 性 地 抑制 
致 病菌 及 昆虫 的 酶 而 不 影响 动物 或 者 植物 。 有 两 种 典型 的 抑 
制作 用 ,竞争 性 抑制 和 非 竞争 性 抑制 。 

竞争 性 抑制 ”抑制 剂 和 底 物 竞争 酶 的 活性 中 心 ， 此 种 
抑制 称 为 竞争 性 抑制 。 抑 制程 度 决定 于 抑制 剂 和 底 物 的 相对 
浓度 ;如 果 底 物 浓度 很 高 ， 此 时 虽 有 抑制 剂 存在 ,几乎 也 能 达 
到 最 大 反应 速度 。 

、 偶 然 能 见 到 这 种 抑制 作用 是 不 可 逆 的 ， 底 物 不 能 取代 已 
经 结合 的 抑制 剂 。 胆 碱 脂 酶 的 一 些 有 机 磷 抑 制剂 就 是 如 此 。 
当 抑制 剂 与 酶 结合 的 位 置 很 接近 酶 的 活性 中 心 ， 从 而 降低 了 
酶 与 底 物 的 亲和力 时 ,也 可 观察 到 竞争 性 独 制 。 

竞争 性 抑制 剂 的 化 学 结构 类 似 于 天 然 底 物 ， 它 们 是 非常 
特异 的 。 这 可 用 焉 珀 酸 脱 氢 酶 清楚 说 明 。 琥 珀 酸 脱 氢 酶 催化 
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三 珀 酸 生成 延 胡 索 酸 的 反应 ， 丙 二 酸 和 顺 于 mL 7 


的 竞争 性 抑制 剂 。 
CH,COOH CHCOOH 
< 1 + FADH, | 
CH,COOH é HOOCCH 
kD SB 延 胡 索 酸 
COOH CH-COOH 
iy | CH-COOH 
Bien 
抑制 剂 ” 丙 二 酸 ee. 


非 竞 争 性 抑制 ”在 非 竞争 性 抑制 作用 中 ， 抑 制剂 与 酶 
纸 合 的 位 置 不 在 酶 的 活性 中 心 。 因 此 酶 能 同时 与 底 物 和 拍 制 
剂 结合 。 抑 制剂 的 结合 位 置 常常 远离 活性 中 心 ， 因 而 不 影响 
与 底 物 的 结合 ,形成 的 酶 底 物 - 抑 制剂 复合 物 不 能 分 解 ， 使 可 
作用 的 酶 量 减少 而 产生 抑制 作用 。 所 以 提高 底 物 浓度 不 影响 
抑制 程度 。 

大 多 数 非 竞争 性 抑制 的 化 学 结构 与 底 物 无 关 ， 而 且 同一 
个 抑制 剂 可 以 作用 于 几 种 不 同 的 酶 。 

非 竞 争 性 抑制 作用 的 例子 有 封闭 绽 基 的 试剂 ， 如 对 位 氧 
未 基 茶 甲 酯 ,重金 属 离子 Ag++ Cut+ 的 作用 以 及 氰 化 物 对 铁 
路 啉 酶 的 作用 。 

抑制 剂 常数 (CK) 的 测定 ”，” 当 反应 物 中 有 抑制 剂 存在 
Es}, Michaelis-Menten 反应 式 就 变 成 下 式 , 这 里 ; 是 抑制 剂 党 


度 ，Ki 为 抑制 常数 
无 抑制 剂 v = ee 
V 
1 + K,,/s(1 + i/K;) 
站 和 和 的 ST tts AN 
(1+K,,/s)(1 +i/K;) 


竞争 性 抑制 剂 v 一 
非 竞争 性 抑制 剂 * 
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a ik 1 j 
和 = K, ss 


图 9.8 非 竞 争 性 抑制 剂 对 Lineweaver-Burk 图 的 影响 


取 上 述 反应 式 倒数 ,就 得 到 : 
无 抑制 剂 二 一 一 十 二 
V V Vie 


ey i lg 
竞争 性 抑制 剂 了 一 立 十 局 (1 + ) 
1 1 i 
非 竞 争 性 抑制 训 — = — (1 + 2) 
K 


V K;/ s 
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将 1 作对 1/s 作 图， 可 测 得 K,， 下 图 显 东 了 抑制 作用 阅 
类 型 (图 9.7 和 9.8)。 有 竞争 性 抑制 剂 存在 时 ，Ku 发 生变 化 ， 3 
而 非 竞争 性 抑制 剂 则 使 YX 值 改变 


rahe K,(1 + 1), 
1: 


i 
. 3 ad + i/K;) 

VINK, 可 在 无 抑制 剂 时 测 得 ， i 是 已 知 的 ;， 因此 不 难 算 
出 Kio 

也 可 用 另 一 种 方法 测定 K, 和 抑制 作用 的 类 型 ， 即 在 保持 
底 物 浓度 不 变 ， 而 改变 抑制 剂 浓度 条 件 下 测 酶 活性 ， 然 后 取 
v/vi 对 i 作 图 ， 这 里 为 无 抑制 剂 时 的 酶 活性 ， vi HM 
浓度 i RY HUA iS BE 用 人 不同 的 底 物 浓度 重复 上 述 实验 ， 然后 

比较 结果 。 


对 于 非 竞 争 性 抑制 剂 志 二 一 工 十 一 。 


只 


oc 
对 于 竞争 性 抑制 剂 : 本 7K XE 


正如 以 上 反应 式 所 清楚 表明 的 那样 ， 对 非 竞 争 性 抑制 剂 “ 
KB v/v; 对 i 作 的 图 与 底 物 浓度 s 无 关 ; 而 对 竞争 性 抑制 
” 剂 来 说 作 图 所 得 直线 斜率 决定 于 底 物 浓度 so 如 果 有 两 个 底 
物 , 想 知 道 这 两 个 底 物 是 否 被 同一 个 酶 作用 ; 则 刚才 介绍 的 方 
法 很 有 用 。 用 一 个 非 竞争 性 抑制 剂 即 可 解决 这 一 问题 ， 因 为 
以 v/vi 对 让 作 图 时 , 若 两 个 底 物 被 同一 个 酶 催化 ， 则 所 得 各 
点 均 在 同一 条 直线 上 。 

实际 上 ,除了 这 里 考虑 的 简单 情况 外 ,也 常常 发 现 许 多 其 

它 类 型 的 抑制 作用 。 
实验 9.8 “抑制 剂 对 公牛 心脏 乳酸 脱 氢 酶 的 影响 
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See uicrmmsN amin MwA 
NADH, “还 原型 辅酶 (NADH,) 在 340 毫 微米 波长 下 吸收 
很 强 ;而 氧化 型 辅酶 (NAD) 则 无 ,因此 在 以 丙酮 酸 为 底 物 的 
反应 中 能 够 用 340 毫 微米 处 消光 值 的 降低 测定 反应 的 进行 程 
度 。 有 关 此 反应 的 理论 在 第 四 章 中 已 充分 讨论 了 。 

本 实验 中 ， 检 测 与 天 然 底 物 丙酮 酸 结构 相似 的 两 个 化 合 
物 ,看 其 是 竞争 性 抑制 剂 还 是 非 竞争 性 抑制 剂 。 


CH, CH, 


| | 
C=O + NADH, <== H—C—OH + NAD 


COO- COO- 
i Ames L- 乳 酸 
OH NH 
¢=0 和 =o 
nae nee 
a | ee 
材料 10 ， 
1. 磷酸 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 pH7.47 1 Ft 
2. 丙 酮 酸 钠 (21 毫克 分 子 / 升 ,用 磷酸 缓冲 液 新 
鲜 配 制 ) 200 毫升 


3. NADH, (3.5 毫克 分 子 / 升 , 新 鲜 配 制 ) 25 毫升 
4. 公 牛 心脏 乳酸 脱 氢 酶 ， 需 要 用 磷酸 缓冲 波 黎 
100 毫升 
5. 草 酸 钠 (3 毫克 分 子 / 升 ,用 磷酸 盐 缓冲 液 配 制 ) 50 毫升 
”6. 草 氮 酸 钠 〈15 BOTT, ARRAM RK 
配制 ) 50 毫升 
7.37C KE 3 
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oS ee 
| te 
8. 记 录用 分 光 光 度 计 ana 
方法 
测定 ”如 下 准备 实验 管 并 作 双 份 ， 置 37%C 平衡 10 分 ， 
BH, . | 
mk “分 = tt 
PRG ob 2.5 
NADH, (3.5 毫克 分 子 / 升 ) 0.1 
公牛 心脏 乳酸 脱 气 酶 (稀释 液 ) 0.3 


迅速 加 入 在 37°C 下 预 热 的 丙酮 酸 钠 溶 液 0.1 毫升 , 并 将 
溶液 转 人 紫外 分 光 光 度 计 中 恒温 架 上 的 比 色 杯 中 ， 观 察 340 。 
= WOK ANAC BEAT II BD as. PR HK EZ 物 消光 值 变 
化 为 每 分 钟 0.05 一 0.1 之 间 。 

计算 活性 ， 酶 活性 最 方便 的 表示 法 是 : Ba] 中 
分 /毫升 酶 ,或 是 毫 微克 分 子 / 分 /毫克 蛋白 。 NADH, 在 340 
毫 微米 波长 的 克 分 子 消光 系数 为 6.22X10 升 / 克 分 子 / 厘米， 
因此 浓度 为 1 微克 分 子 / 毫 升 溶液 的 吸收 值 是 6.22。 测定 中 。 
用 3 毫升 反应 混合 液 , 则 q 

酶 活性 (微克 分 子 /分 ) 

_ 每 分 钟 消光 值 变化 、3 
‘ee Goad 

因为 测定 中 所 用 酶 液 是 0.3 毫升 , 则 

酶 活性 (微克 分 子 / 分 /毫升 ) 

_— BOHR y 3 y 10 
6.22 0.3 
一 每 分 钟 消 光 值 x 1.61 ; 

最 终 酶 活性 单位 若 用 微克 分 子 / 分 /毫升 表示 ， 则 将 上 式 4 

PAR HRA, MEM MAU MD FT/S 4 
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. a :% a 342i le ee 7. >. 
te hs eae ci ~ 
PCs igt 5th . 
+ 于 本 1 
ie -, 


克 表 示 ， 则 将 上 式 所 得 值 除 以 蛋白 浓度 即 每 毫升 的 毫克 蛋白 
数 。 

米 氏 常数 测定 ”将 丙酮 酸 钠 溶液 稀释 10 倍 用 0.1 至 
1.0 毫升 底 物 重复 以 上 测定 ,调节 缓冲 液体 积 ， 使 最 终 反 应 液 
体积 都 是 3 毫升 。 计算 活性 , Aves, 1/v 对 1/s 和 s/v 
对 s 作 图 并 测定 人 -和 V 值 。 

抑制 剂 的 作用 (iD) 重复 以 上 实验 ,但 这 次 向 反应 混合 
液 中 加 入 0.1 毫升 抑制 剂 ， 调 节 缓 冲 液体 积 使 终 体 积 为 3 训 
升 。 用 1 作对 1/s 作 图 , 测定 抑制 剂 常 数 Ki。 Ci) 重复 该 实 
验 , 但 底 物 浓度 固定 为 两 种 而 改变 抑制 剂 浓 度 , 使 终 浓 度 最 高 
为 草酸 0.1 毫克 分 子 / 升 及 草 氮 酸 0.5 毫克 分 子 / 升 ， 若 vi 和 
v 分 别 代表 有 抑制 剂 和 无 抑制 剂 时 的 酶 活性 ， 则 取 v/vi 对 
人 作 图 。 根据 图 形 就 可 知道 草酸 和 草 氮 酸 属于 何 种 抑 制作 
用 ,并 测定 其 抑制 剂 常数 。 

高 浓度 底 物 ”用 "对 s 和 shv Hs FA WERKE 
底 物 的 影响 。 实 验 中 加 入 `!1 毫升 体积 的 21 毫克 分 子 / 升 丙酮 
酸 钠 溶 洲 ,开始 反应 。 如 此 所 得 图 形 有 何 未 预料 到 的 变化 ? 
若 有 ， 试 解释 观察 到 的 现象 。 


温度 和 pH 
温度 对 酶 的 影响 


酶 所 催化 的 反应 与 大 多 数 化 学 反应 一 样 ， 反 应 速度 随 温 
度 升 高 而 增加 。 这 是 由 于 温度 影响 了 整个 反应 各 个 部 分 的 
速度 常数 如 kik. k+， 以 及 影响 了 酶 与 辅 因 于、 激活 剂 
SHARMA. 温度 也 能 影响 可 电离 基 团 的 .PK 值 ， 但 很 难 
解释 清楚 。 因此 不 再 进一步 的 详细 讨论 。 在 较 高 温度 下 酶 
蛋白 会 变性 。 结 果 引 起 酶 活性 臣 失 .这 就 是 说 随 着 温度 升 高 ， 
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a 
1 
工 
温度 
图 9.9 酶 的 所 谓 最 适 温度 CT) 


-自由 能 


反应 进行 
图 9.10 反应 A -> B 在 有 酶 (---) 和 无 酶 (一 一 ) 时 的 能 量变 化 示意 图 _ 


起 始 反 应 速度 也 加 快 , 而 后 高 旭 使 酶 几乎 立即 失 活 ,* 反 应 不 再 
能 进行 。 实 际 上 , 当 高 于 70°C 时 ,大 部 分 酶 完全 失 活 有 

但 是 ,假如 用 不 恰当 的 方法 来 测 酶 活性 ` ;也 就 是 在 不 同 
温度 下 测定 某 一 时 间 内 转变 的 底 物 数 ,就 会 得 到 所 谓 的 最 适 
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温度 *( 图 9. 9 
这 个 "最 适 温度 "是 酶 “活性 * 增 加 速度 与 酶 被 破坏 速度 之 
间 平 衡 的 结果 ， 最 适 温 度 " 对 一 个 酶 来 说 不 是 一 个 常数 ,而 与 
测定 活性 的 时 间 长 短 有 关 。 测 定时 间 越 短 ， 表 现 出 的 最 适 温 
度 就 会 越 高 。 
BRITS DY BH 分 子 具 有 一 定 的 活化 能 CE) 
才能 进行 反应 。 而 酶 作为 催化 剂 ， 其 功能 则 是 降低 这 种 活化 
”能 :下 )， 从 而 使 反应 能 较 迅 速 进行 (图 9.10)。 当 然 总 的 自由 
能 变化 值 不 受 影响 . 
在 不 同 温度 干 测 最 大 反应 速度 , 用 loguV 对 1/T 作 图 
可 测定 活化 能 。 直 线 斜 率 为 E/2.303R 这 个 关系 可 内 Arrhen- 
ius 经 验 式 得 到 : 
dink/dT = E/RT? 
将 此 等 式 积 分 , 则 
logikk = C — E/2.303RT 
这 里 C 是 一 个 常数 , k 是 反应 速度 常数 ，T 为 绝对 温度 ， 
-R 是 气体 常数 (8.32x10- 焦耳 / 克 分 子 / 绝 对 温度 )， 下 为 活 
化 能 (焦耳 / 克 分 子 )。 
”反应 常数 并 不 总 是 很 容易 得 到 的 。 而 最 大 反应 速度 与 k 
成 正比 。 因 此 通常 用 活性 对 温度 的 倒数 作 图 。 
Arrhenius 等 式 与 由 绝对 反应 速度 理论 导出 的 反应 式 相 似 : 
dlnk/dT = (AH + RT)/RT’ 
狼 这 些 等 式 中 可 以 请 楚 地 看 出 活化 能 E= AH+RT, XB 
AH 是 活化 热 或 反应 热 函 。 
温度 对 酶 蛋白 的 影响 ”将 酶 分 别 置 于 高 温 并 在 酶 仍然 
稳定 的 温度 下 测 其 活性 ， 可 以 很 容易 地 测定 温度 对 酶 蛋白 的 
影响 。 由 此 可 以 知道 有 多 少 酶 已 经 被 破坏 了 。 在 每 一 温度 下 
用 有 活性 酶 的 变化 对 时 间作 图 ， 由 图 得 出 初速 度 v。 在 几 个 
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不 同 的 温度 重复 这 -- 实 验 ， 从 过 去 介绍 的 loguv Hf 1/T FE 
图 中 可 以 求 出 失 活 能 和 失 活 热 。 由 于 变性 时 蛋白 分 子 松散 并 
FPA EI IRS. AEH AH 通常 很 高 
实验 9.9 测定 -淀粉 酶 的 “最 适 温度 ” 
原理 7 
o- EWM HLM ol-4 键 的 水 解 ， 反 应 结果 生成 还 ， 
原 糖 ， 利 用 3,5 二 硝 基 水 杨 酸 盐 试剂 可 测定 还 原 糖 ， 在 碱 性 “ 
溶液 中 糖 使 3,5 二 硝 基 水 杨 酸 还 原 为 3- 氨 基 5 硝 基 水 杨 酸 。 
然后 在 540 毫 微米 波长 测定 消光 值 。 
未 实验 和 下 一 个 志 验 给 一 个 班 的 学 生 做 最 好 ， 因 为 要 做 
大 量 测定 ， 实 验 所 需 的 材料 量 可 按 每 组 均 在 一 个 温度 下 做 两 
次 测定 计算 。 
材料 100 — 
1. RS BB eB I (0.198 F/FPH6.7) 5 Fe 
2. WRB ve By eS a CF RE PRE : 
为 5 克 淀 粉 / 升 。5 克 可 溶性 淀粉 与 50 毫 升 组 
冲 液 混合 , 调 成 均匀 的 糊 状 ,将 此 糊 状 物 加 到 
500 毫升 老 沸 的 磷酸 缓冲 液 中 ,煮沸 工分 钟 ， a 
OHSS i Ht ASRS 1 FH) 3 Ft 


} 


3. 毛 化 钠 (10 克 / 升 ) Ft. 4 

4. 适 当 稀释 的 ote ti Fra 

5. 氢 氧化 钠 (2 克 分 子 / 升 ) | a ce 

6. 比 色 计 50 

7. 使 用 范围 达 75°C 的 水 洽 30 

8 .酒石酸 钾 钠 (300 克 酒 石 酸 钾 钠 咨 于 大 约 500 也 
毫升 水 中 ) 500 毫升 ” 

9.3,5 二 硝 基 水 杨 酸 (10 克 二 硝 基 水 杨 酸 溶 于 


200 毫 Ft 2 克 分 子 / 升 氢 氧 化 钠 ) 200 EFF 
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10. 二 硝 基 水 杨 酸 盐 试 剂 (将 8 和 9 RES. Hz ac By 


1 Ft) 1 升 
tk | 
取 8 个 试管 加 入 下 列 反应 混合 物 
_ ARB | ee}. 
淀粉 (5 克 / 升 ) +5 
” 磷酸 组 冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ?pH6.7) 1.0 
ACH C10 克 / 升 ) 0.5 


”把 以 上 试管 放 在 某 一 温度 的 水 浴 内 ， 并 将 酶 置 于 同样 温度 下 
使 之 平衡 。 10 分 钟 后 向 其 中 的 7 个 试管 内 加 大 IS SHS 
液 ， 而 向 空白 管 中 加 人 0.5 毫升 水 。 反应 物 分 别 保 温 0, 5， 
10, 15, 20, 30 和 40 分 钟 ， 然 后 加 入 2 克 分 子 / 升 握 氧 化 钠 ， 
0.5 毫升 中 止 反 应 。 再 加 入 0.5 毫升 二 硝 基 水 杨 酸 盐 试 剂 , 置 
沸水 浴 中 加 热 5 分钟 ,冷却 后 于 ,540 毫 微米 波长 下 对 空白 管 
比 色 。 注 意 : 在 比 色 前 试管 必须 全 部 冷却 至 室温 ， 因 为 消光 
值 对 温度 改变 敏感 。 

每 管 溶液 的 消光 值 对 保温 时 间作 图 ， 画 出 反应 曲线 。 收 
集 其 它 各 组 资料 ,作出 反应 初速 度 对 温度 的 变化 图 以 及 反应 
物 保温 10 分钟 和 40 分 钟 时 每 分 钟 变化 的 底 物 对 温度 作 图 。 
将 上 述 各 图 作 一 比较 并 解释 。 

HY Loguy 对 1/T 作 图 ,并 测定 活化 热 。 本 实验 作 了 哪些 
假设 ,为 了 简便 ,活力 可 以 用 每 分 钟 540 毫 微米 消光 值 的 变化 
表示 。 

实验 9.10 ”温度 对 -淀粉 酶 稳定 性 的 影响 

材料 

如 果 作 为 一 个 班 的 实验 ， 则 试剂 和 数量 与 上 面 实验 相 
同 。 
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-配制 适当 稀释 度 的 c- 淀 粉 酶 ， 使 其 在 37%C 下 保温 5 分 ， 
钟 时 得 到 高 活力 。 将 酶 置 于 试管 中 并 平衡 10 分 钟 。 取 该 酶 ， 
液 0.5 毫升 加 至 在 另 一 水 浴 保 温 的 试管 中 ; 共 4 管 , KBRE 
可 在 50—75°C 之 间 任 一 温度 ， 保 谣 后 -5 10, 15 和 -20- 分 钟 
(或 者 其 它 合适 的 时 间 间 隔 ) 取 下 试管 并 用 自来水 迅速 冷却 。 
试管 再 置 37%C 下 保温 ,如 上 实验 加 入 底 物 后 测定 酶 活力 混 
合 物 保 温 5 分 钟 ， 并 用 3,5 二 硝 基 水 杨 酸 测定 活力 s- 然后 能 
测定 酶 失 活 速度 。 收 集 在 其 它 温度 保温 的 各 组 资料 ， 用 失 活 
Eo) 对 1/T 作 图 ， 并 测定 失 活 热 。 将 此 图 与 上 述 测 得 
活化 热 的 图 进行 比较 。 


pH 和 酶 活性 


最 运 pH ， 酶 只 在 一 定 的 bpH THANKS. AB 
活性 对 pH 作 图 常常 得 到 如 图 9%.11 RRS HA. 倘若 
在 活性 最 高 时 的 pH 值 下 酶 是 稳定 的 。 则 该 pH 称 为 最 适 ， 
pH， 此 为 酶 的 一 个 特性 。 

酶 活性 随 pH 而 改变 是 由 于 酶 蛋白 和 反应 物 中 其 它 物质 
电离 状态 的 改变 所 致 。 1911 年 Michaelis 和 Davidsohn 提出 
在 蛋白 质 的 大 量 的 不 同 电离 状态 中 ， 只 有 一 种 有 活性 。 最 适 
pH 两 侧 pH 的 改变 使 这 种 形式 的 蛋 白 质 减少 , 因此 酶 活性 降 
低 。 
Km #e V pH 变化 影响 了 V. Km 或 者 酶 蛋白 的 稳定 “ 
性 ,从 而 改变 了 酶 活性 。 报告 过 的 大 多 数 酶 的 最 适 pH 是 Y 
和 Km 改变 的 结果 ,因此 不 容易 进行 数学 处 理 。pH 对 天 m 和 
V 的 影响 最 好 分 别 研究 。 

BAC ”如 果 酶 在 某 些 pH 时 是 不 稳定 的 ， 那 么 最 
适 pH 不 再 是 酶 的 一 个 特性 。 将 酶 按照 实验 要 求 的 时 间 置 于 
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酶 活性 ， v 


9 10 12 pH 


图 9.11 -大 鼠 碱 性 磷酸 酶 的 最 适 pH 

某 些 pH 值 下 ,然后 将 pH 调 至 酶 稳定 的 pH 值 ,并 测 其 活性 ， 
以 此 检查 酶 稳定 性 。 

实验 9.11 酶 的 最 适 pH 

材料 和 方法 

测定 碱 性 磷酸 酶 或 c- 淀 粉 酶 的 最 适 pH 所 用 之 材料 和 
测定 方法 与 实验 9.2 和 9.9 相同 。 碱 性 磷酸 酶 用 的 是 0.1 3 
分 子 / 升 碳酸 钠 一 碳酸 氢 钠 缓冲 液 , pH 从 9 至 41， 于 每 一 个 
pH 值 下 作 一 标准 曲线 。c- 淀 粉 酶 则 用 磷酸 钠 或 磷酸 钾 溶 液 ， 


。 pH 为 5.8 到 8.0。 


BAO 

大 量 酶 已 被 部 分 提纯 ,许多 则 已 获得 结晶 ,下 面 从 文献 的 
几 千 个 例子 中 举 出 一 个 。 

实验 9.12 ”蛋清 溶菌 酶 CHK N- 乙 酰 胞 壁 酰 水 解 酶 ) 的 
分 离 

原理 

溶菌 酶 是 一 种 有 效 的 抗菌 剂 ， 它 催化 细胞 壁 粘 肽 上 
N- 乙 酰 胞 壁 酸 与 N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 残 基 之 间 81-4 键 的 水 解 。 
当 酶 与 冻 干 细菌 的 混 悬 液 一 起 混合 时 ， 以 上 特性 成 为 测定 该 
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酶 的 基础 。 当 水 解 进行 时 , 悬 液 混浊 度 降 低 ， sccm 


分 光 光 度 计 在 450 毫 微米 波长 下 测 得 。 
CH2OH CH,0H 
ei ee 
O H 0 | . en 
_NHCOCH; O NHCOCH, 
CH;-—CH—COOH 
N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 N- 乙 酰 胞 壁 质 酸 
溶菌 酶 分 子 量 低 人 44300) 而 等 电 点 高 (pH10.5)， tie 3 
高 等 电 点 将 它 与 其 它 不 需要 的 蛋白 分 离 。 
材料 Bienes 3: 
1. 鸡蛋 | rR) as 
2. 细 布 si 
3 .盐酸 (1 克 分 子 / 升 和 0.1 T/A) 100 EF 
4. 玻 璃 棉 oe 
5. 浓 缓冲 盐水 溶液 ， 毛 化 钠 0.5 克 分 子 / 升 和 a 
Tris-EDTA 0.5 克 分 子 / 升 pH8.2 人 
6. 阳 离子 交换 树脂 _CM-Sephadex 60 
7. 碳 酸 钠 -碳酸 氢 钠 缓冲 液 (0.2 克 分 子 / 升 
pH10.5) eh A 
8. 氧 化 钠 20 5 
9. 酯 酸 (1 毫克 分 子 / 升 ) 10 zeFr ， 
10. 标 准 请 蛋白 (蛋白 测定 用 1 毫克 /毫升 ) 1008 ” 
11.pH 计 a Se 
12. 部 份 收 集 器 5 
13. 紫 外 和 可 见 分 光 光 度 计 5 
14.25% Bt 37C KB 5 


ea。 280° 


Siete 


i leas 


15, ae he wR PR hI CO.19EASE/Ft pH7) 1 升 
16. KRERRAR EW, HRS ee Ie 0.3 S 

i / Tt 500 Ft 
方法 


BEA Awe 


溶菌 酶 -将 冻 干 细 菌 悬 液 置 37*C 下 平衡 ,用 前 振 揪 。 
吸取 2.8 毫升 悬 液 至 一 比 色 杯 中 ,加 入 0.2 毫升 溶菌 酶 溶液 后 


开始 反应 彻底 混合 后 ， 记 录 分 光 光 度 计 上 450 毫 微米 处 吸 


收 值 降低 。 从 反应 曲线 的 直线 部 分 计算 酶 活性 ， 以 每 分 钟 水 
解 细菌 的 微克 数 表示 结果 。 

蛋白质“ 用 牛 血 清 清 蛋白 测定 280 SACK PRIA 
一 标准 曲线 , 清 蛋白 最 大 浓度 为 1 毫克 /毫升 ， 然 后 在 测定 每 
“一步 的 蛋白 质 含量 时 ,可 测定 280 毫 微米 下 的 消光 值 ,从 标准 
曲线 上 读 出 蛋白 量 。 


纯化 


层 析 柱 的 准备 == CM-Sephadex 10 50 FH i Beh th 2K 
( 浓 缓 冲 盐 水 液 10 售 稀释 ) 轻 轻 搅 拌 24 小 时 使 之 平衡 ,然后 按 
第 三 章 所 述 装 柱 。 
纯化 表 “提纯 过 程 的 每 一 步 记 录 下 列 各 种 数值 并 列 
表 : | } 

1. 体 积 (毫升 ) 

2. 酶 活性 (单位 /毫升 ) 

3. 溶 菌 酶 总 活性 (单位 /毫升 X 体 积 ) 

4. 总 蛋白 量 (毫克 ) 

5. 比 活性 ( 洲 菌 酶 总 活性 /毫克 蛋 昌 ) 

6. 溶 菌 酶 纯化 因子 ( 比 活性 除 以 起 始 比 活性 ) 
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7. 产 率 (原来 总 活性 的 百分数 ) yo 

提取 ”收集 三 个 鸡蛋 的 蛋清 ,用 细 棉 布 过 滤 除 去 胚 索 ， 
取 50 毫升 滤液 加 水 至 100 毫升 ,小心 搅 拌 混合 物 ， 不 要 打 起 
泡 以 免 变 性 , 取 2 毫升 用 冰冷 却 留 作 酶 和 蛋白 测定 。 ‘a 

pH 沉淀 Fl DNB RRHReMA 1 克 分 子 / 
升 和 0.1 克 分 子 / 升 的 盐酸 ,将 pH 调 至 7.5o 注 意 : 盐 酸 不 要 加 
过 量 。 在 过 滤 漏 斗 内 放 人 玻璃 棉 塞 过 滤 , 以 除去 蛋 自沉 淀 , 并 
向 滤液 中 加 大 浓 缓 冲 盐水 液 , 使 最 终 毛 化 钠 浓 度 为 0.05 克 分 
子 ，Tris-EDTA % 0.05 克 分 子 / 升 ，pH 为 8.2， 测定 溶液 
pH, 必要 时 可 调节 至 8.2, 记 下 盗 液 体积 并 再 取出 2 毫升 用 
冰冷 却 , 留 待 测定 溶菌 酶 和 蛋白 。 

柱 层 析 ”小 心地 将 抽 提 液 加 到 CM-Sephadex 和 柱 中 ,并 
用 部 分 收集 器 收集 ,每 管 体 积 10 毫升 , 当 抽 提 滚 进入 杜 内 后 ， 
先 用 50 毫升 稀 的 缓冲 盐水 液 洗 ， 然 后 用 0.2 克 分 子 / 升 碳酸 
钠 -碳酸 氧 钠 缓 冲 液 洗 脱 ， 连 续 收 集 直 至 溶菌 酶 从 柱 上 全 部 
洗 出 。 本 
测定 每 一 收集 管 中 的 蛋白 和 酶 含量 并 画 出 曲线 。 计 算 从 
柱 中 回收 的 百分率 。 
 #h 溶菌 酶 是 一 种 强 碱 性 蛋白 ， 与 氧化 物 ` 碘 化 物 、 
碳酸 盐 等 很 容易 形成 结晶 盐 。 在 最 适 情况 下 ;结晶 慢 慢 地 进 
行 ,于 72 一 96 小 时 后 达到 最 高 产 率 。 

将 所 收集 之 酶 液 pH 调 至 10.5， 慢 慢 加 入 氯 化 钠 使 终 注 
度 为 0.3 克 分 子 / 升 , 置 冰箱 中 3 一 4 天 。 

如 果 结 晶 已 经 形成 ， 则 尽 可 能 多 地 弃 去 上 清 并 离心 沉 下 
晶体 。 用 1 毫克 分 子 / 升 乙酸 1 毫升 溶解 沉淀 ,并 离心 除去 任 
何不 溶 物质 ,测定 溶 划 酶 和 蛋白 含量 , 记 下 最 后 的 纯化 因子 和 
产 率 。 如 果 时 间 人 允许， 可 用 薄 层 凝 胶 过 滤 测 定 该 蛋白 质 的 分 
子 量 (实验 3.576 
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酶 的 多 形 人 性 


那些 催化 相同 化 学 反应 而 具有 某 些 不 同 理化 性 质 的 酶 叫 
做 多 形 性 的 酶 ,常常 用 电泳 和 层 析 来 分 离 和 鉴别 这 些 不 同形 
式 。 这 些 酶 的 理化 性 质 常常 影响 它们 的 催化 活性 ， 因 此 它们 
在 Km、 热 敏感 性 和 抑制 剂 的 影响 等 性 质 方面 也 不 相同 。 遗 


KIL 酶 的 多 种 分 子 形式 的 分 类 


， 类 别 多 形 性 的 原因 例子 
I 遗传 上 独立 的 蛋白 线 细胞 浆 中 的 
@0 "tee 
Il 多 聚 物 (由 非 共 价 键 结合 的 乳酸 
两 个 或 多 个 多 肽 链 的 聚合 物 ) — 
如 & & 
II 遗传 变异 体 (等 位 的 ) 葡 荀 糖 -6- 磷 酸 
A 脱氧 酶 
IV 结合 蛋白 哺乳 动物 
> ae yr 碱 性 磷酸 酶 
Vv 一 条 碳 链 衍 生 的 蛋白 胰 靡 蛋白酶 族 
2 
VI 同 聚 物 (相同 的 亚 基 SABER 
非 共 价 结合 的 多 聚 物 ) 
O_ Oo 出 
VII 构 型 上 不 同 的 型 式 所 有 的 变 构 修 饰 


LIL] = BV 
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传 决定 的 一 级 结构 的 不 同 所 引起 的 多 形 性 叫做 同 功 酶 。 

1971 年 IUPAC-IUB 委员 会 在 生化 命名 法 会 议 上 提出 ， 
多 形 性 分 成 彼此 独立 的 七 类 ( 表 9.1)， 栈 的 分 离 中 产生 的 人 为 “ 
变化 不 包括 在 这 个 分 类 法 中 。 

实验 9.13 DEAE- EE AE aR IDS TE: PS 

原理 

本 实验 中 ， 用 离子 交换 层 析 法 分 离 明 碱 性 磷酸 酶 。 这 是 
一 些 含 有 不 等 量 诞 酸 的 糖 蛋白 。 因 此 这 些 分 子 带 有 不 同 量 的 
负电 竺 并 且 常 常用 此 性 质 在 离子 交换 柱 上 将 它们 分 离 。 

牢固 地 结合 在 细胞 膜 上 的 酶 首先 用 丁 醇 抽 提 , 并 对 碳 蜡 ” 
透析 使 体积 减 小 。 然后 将 此 浓缩 的 酶 置 一 阴离子 交换 剂 。 
DEAE- 纤 维 素 柱 上 ,并 用 氧化 物 梯 度 洗 脱 。 柳 度 洗 脱 原理 和 
离子 交换 层 析 的 理论 在 第 三 章 已 述 。 

材料 | 10 9 


1wmxe92 | 家 
2. 猪 肾 a 
3. 1E 250 毫升 
4, OR 5 a 
5. 0k | age 
6.DEAE- 纤 维 素 层 析 柱 (50 X 2.5 厘米 ) ga 
7. Tris- 盐 酸 缓冲 液 (0.05 克 分 子 / 升 pH7.7) oF 河 
8. Tris- 盐 酸 -氧化 钠 缓冲 被 〈 与 7 一 样 ， 不 过 4 
470.35 克 分 子 / 升 氧化 钠 ) 2 Ft 


9. 紫 外 分 光 光 度 计 5 
10. 氧 测定 仪 或 化 学 测 氧 法 


1) Pek (Cavbowax) 是 商品 名 称 , 其 分 子 结构 为 聚 乙 二 醇 。 但 低 分 子 量 (去 
10000) 的 聚 乙 二 醇 可 透 过 透析 袋 , 使 蛋白 质 沉淀 。 本 书 的 碳 蜡 可 能 为 极 高 
分 子 量 的 聚 乙 二 醇 。 一 一 ; 
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.11. 碳 蜡 (300 克 / 升 水 溶液 ) 4 升 
12. 自 动 收集 器 ns 
方法 


酶 的 分 离 除去 肾脏 的 脂肪 ， 在 冰 水 中 彻底 洗 净 用 波 
纸 轻 轻 吸 干 水 后 称 取 20 克 组 织 。 将 组 织 切 成 小 块 并 于 冰 水 中 
匀 浆 成 约 1 克 /毫升 的 悬 液 , 15 分 钟 内 分 多 次 每 次 小 心 加 入 
少量 正 丁 醇 《总 量 为 悬 液体 积 的 1.5 倍 ) 以 避免 局 部 过 热 。 由 
于 酶 很 稳定 ,此 步 可 在 室温 下 进行 , 抽 提 更 有 效 。 将 悬 液 转 至 
50 毫升 管 中 , 3,000g 离心 40 分 钟 。 结果 分 成 几 层 (图 9.12)。 
用 一 根 玻璃 棒 穿 透 细 胞 碎片 的 中 间 层 ， 用 一 根 吸 管 吸出 酶 。 
抽 提 液 于 0%C 保存 待 用 。 


Why — sia 


水 相 
〈 碱 性 磷酸 酶 ) 
重 的 细胞 碎片 


9.12 碱 性 磷酸 酶 的 丁 醇 抽 提 液 


装 柱 DEAE- 纤 维 素 用 0.05 克 分 子 ，pH7.7 的 Tris- 
盐酸 缓冲 液 平衡 ,并 按 第 三 章 介绍 的 方法 充填 层 析 柱 。 当 Tris 
缓冲 液 流 过 柱子 时 让 纤维 素 由 于 自身 重量 而 下 沉 。 

Hae RD Be ”将 抽 提 之 酶 液 对 碳 蜡 液 透 析 过 
夜 使 之 浓缩 ,然后 再 对 0.05 克 分 子 Tris- 盐 酸 缓冲 液 透析 4 小 
时 以 平衡 。 将 浓缩 酶 液 上 柱 并 如 第 三 章 介绍 的 用 一 线性 氧化 
物 梯度 洗 脱 。 起 冶 缓冲 液 为 0.05 克 分 子 Tris- 盐 酸 300 BF, M 
化 物 缓冲 液 除 含 0.35 克 分 子 氯 化 钠 外 , 其 余 与 起 始 缓冲 液 相 
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同 。 流 速 调 至 每 小 时 20 至 30 毫升 ， 每 管 体积 5 毫升 ase 3 
集 过 夜 。 4 

测定 每 管 中 氧 化 物 ， 蛋 白质 (280 毫 微米 处 的 消光 值 ) 和 
碱 性 磷酸 酶 活性 (实验 9.2)。 将 所 得 各 值 对 洗 脱 体积 作 图 。 洗 
脱 体 积 大 约 在 200 毫升 时 ,分 离 基本 完成 ,这 时 氧化 物 浓度 接 
近 10.1 克 分 子 / 升 ;通常 得 到 一 个 主峰 和 三 个 小 峰 。 

实验 9.14 ” 肾 碱 性 磷酸 酶 不 同 组 分 的 一 些 性 质 

原理 

对 分 出 的 几 个 部 分 酶 可 进行 一 系列 实验 ， 下 面 介绍 其 中 
话 个 实验 。 将 栈 层 析 所 得 + “le 29 SBC EA» AMEE 
透析 以 减少 体积 。 

材料 和 方法 

1 .测定 米 氏 稼 数 

2. 通过 测定 反应 中 释放 出 的 磷酸 盐 ， 对 几 种 底 物 进行 比 
较 (磷酸 对 硝 基 酚 ，p- 磷 酸 甘 油 , 三 磷酸 腺 背 ) 

3, WE 55°C 和 60°C 对 分 子 稳定 柱 的 影响 。 

4. 观 察 育 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 的 图 谱 。 电 泳 条 件 同 实验 
3.16 ,将 凝 胶 柱 置 于 磷酸 六 茶 酚 (1 毫克 /毫升 ) 溶 液 中 ,于 37% 
下 保温 呈现 有 酶 活性 的 区 带 。 深 剂 为 含有 10 毫克 分 子 / 升 硫 
酸 镁 的 0.1 克 分 子 / 升 碳酸 钠 -碳酸 氢 钠 缓冲 液 ，pH10.0。 £ 
紫外 灯 下 (350 毫 微米 观察 凝 胶 柱 ,这 时 可 见 o- FEAT BE ICS 
ou- 蔡 酚 与 固 蓝 B 结 合 ,区 带 转 为 深蓝 色 使 之 能 长 炙 保 存 。 

实验 9.15 ”到 两 烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 乳酸 脱氧 酶 同 功 酶 

原理 

同 功 酶 的 起 源 许多 动物 组 织 含 有 多 至 5 HIRE gq 
MAM, CMRADABRAEDS, RRA 
极 迁 移 的 速度 编号 ，LD,， 是 迁移 速度 最 人 快 的 一 种 ，LD; HE 
移 率 最 低 ， 这 是 由 于 同 功 酶 的 两 个 亚 基 的 不 同 结合 形式 能 形 
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人 


”; 基 ，, 它 是 骨骼 肌 中 的 主要 亚 基 。 


下 


OS MURA, LD, 只 含有 H 亚 基 , 之 所 以 这 样 命名 ,是 因为 
CEM PABA RIES WH, HH LD 只 含有 M 亚 
其 它 三 种 同 功 酶 由 于 是 两 种 


| 亚 基 组 成 的 杂交 分 子 (图 9.13)， 这 些 同 功 酶 的 含量 和 分 布 是 


其 所 在 组 织 的 特性 ,因此 用 同 功 酶 可 以 对 组 织 作 鉴定 。 


OO O@ OF ee 

88 oy ) O®@ @0 oe 

LD, LD, LD, LD, LD, 
〇 H 亚 基 

Ovve PORES} 196000 

单 体 分 子 量 。 34000 


图 9.13 驰 酸 脱 氢 酶 同 功 酶 的 组 成 


酶 活性 染色 


电泳 后 的 凝 胶 条 与 含有 正常 底 物 、 辅 酶 ， 


FA RR Be Cpms) 《一 种 人 工 的 电子 受 体 ) APE eB 、 
的 混合 物 一 起 保温 ， 便 可 看 见 乳 酸 脱氧 酶 同 功 酶 的 区 带 。 还 
原 后 ,该 染料 形成 颜色 鲜明 的 几乎 不 溶 的 甲 腾 , 它 沉淀 在 酶 活 
性 位 置 上 (图 9.14)。 


+ PMS 2 ¢ 
人 人 mp PMS (ox) 
_NAD Jie ie Baan = ce 
PMS 6B 28 ft Bi 3 


NBT Rik Pow 
ex = 被 氧化 的 。 red = 被 还 原 的 


图 9.14 乳酸 脱 气 蓝 同 功 酶 呈 色 的 一 系列 反应 


NBT (red) 
聚合 


ARE RS 


材料 10 
1. 聚 丙 烽 酰胺 凝 胶 电泳 的 溶液 和 仪器 , 如 实验 3.16 中 所 
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yw Y> 和 


2, 磷酸 钠 或 磷酸 钾 缓 冲 液 (0.05 克 分 子 / 升 , pH7.4). 工 升 q 
3. Kk (H 200—300 3) 7 i 4 
4. EAR ARO AE IME ALAS 
5.Tiis- 盐 酸 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ，pH9.2) LF 
6. FLEE 10% 
7 JARRE ORR (NAD) “二 (ss 3200 BH 
8. 氮 蓝 四 只 (NBT) 30 毫克 
9. HAIL REMUS (pms) 20 BH 


10. 显 色 剂 (100 BF pH9.2 AY Tris= 盐 酸 缓冲 
液 中 含有 0.1 克 分 子 / 升 乳酸 锂 ,50 毫克 NAD， 
5 毫克 NBT, 此 溶液 加 光 保存 在 4*C 下 ,一 周 内 
是 稳定 的 ,使 用 前 加 入 约 0. 5 毫克 pms) ，，.500 毫 和 
11.37°C 温 箱 he Siac: 
Fite sa , 
i gal 16 介绍 ,准备 8 根 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 柱 , AR 
只 大 鼠 , 分 别 取 肝 、 肾 、 骨 骼 肌 \ 心 和 其 它 组 织 , 在 005 克 
ns 5 一 1 克 /10 毫升 ) 中 制 成 色 浆 。 离 尼 除 
去 碎片 ， 将 上 清 贮 存在 冰 中 备用 。 
每 根 聚 丙烯 酰胺 凝 胶管 加 50 微 升 样品 ， 每 个 样品 加 两 
管 ， 电 泳 条 件 如 前 所 述 (实验 3.16)。 电 泳 完毕 后 将 凝 胶 与 显 
色 试剂 一 起 在 37°C 较 暗 光 线 下 保温 10 分 钟 。 将 电泳 图 谱 昭 
象 或 按 比 例 仔细 画 出 区 带 位 置 。 注意 每 条 区 带 显 色 的 速度 ， 
染色 的 最 终 强 度 和 同 功 酶 之 间 的 间隔 距离 。 
如 果 时 间 人 允许 ,用 血清 ,溶血 的 红细胞 ， 小 肠 和 肺 组 织 作 
重复 练习 。 
实验 9.16 ”淀粉 块 电泳 分 离 乳酸 脱氧 酶 同 功 栈 q 
以 淀粉 粒 作 支 持 物 的 区 带电 泳 可 分 离 同 功 酶 ， 该 法 的 优 
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点 是 能 获得 足够 的 同 功 酶 作 进一步 性 质 测定 。 电 泳 时 用 省 酚 : 
| 蓝 染 色 的 牛 血清 清 蛋白 和 人 血红 蛋白 标记 溶液 去 检查 由 于 电 
渗 而 引起 的 任何 图 象 麻 移 。 

材料 

1 如 实验 9.15 大 鼠 组 织 抽 提 液 

2. 磷酸 钠 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 


lls 


pH7.4) 6 升 +5 X HAMAR 
3. DA BED | 3 公斤 
4. 做 淀粉 块 的 有 机 玻璃 模具 
(30/HK X 12/RK X 1 厘米 ) 5 
5. 细 纱布 
6. 电 泳 电 源 


7. 和 牛 血 清 清 蛋白 和 人 血红 蛋白 的 标记 溶液 (将 牛 血 清 清 

蛋白 溶 于 溶血 的 细胞 中 并 加 省 酚 蓝 使 清 蛋白 染色 ) 

8. 乳 酸 脱 氢 酶 光谱 测定 用 试剂 (实验 9.8 ) 

9. 烧 结 玻璃 漏斗 50 
“ 这 是 接 五 组 学 生 中 每 组 分 离 一 种 组 织 的 乳酸 脱 氢 酶 计算 
用 量 。 

方法 

500 BEA BEM AK 2 次 磷酸 盐 缓冲 液 洗 2 次 ;最 
后 一 次 洗 后 ;将 证 粉 放置 2 小 时 , 轻 轻 倒 去 过 量 的 缓冲 液 ， 演 
粉 压 人 有 机 玻璃 模型 中 制 成 块 , 用 Whatman 3mm 滤纸 吸 去 
证 粉 块 土 多 余 的 水 份 ， 演 粉 块 通过 缓冲 液 饱 和 的 几 层 细 纱 布 
与 电极 室 相 通 。 通 电 6 一 8 伏 /厘米 使 体系 平衡 。 在 淀粉 块 上 
距离 阳极 22 厘 米 距 离 淀 粉 块 长 边 1 厘米 处 水 平 切割 一 样品 槽 
《9 厘米 长 ), 向 槽 内 加 入 1 毫升 组 织 抽 提 液 ， 同 时 在 距 阳 极 
相同 的 距离 ， 距 淀粉 块 的 另 一 长 边 1 厘 米 处 点 标记 溶液 
《图 9.15)。 用 证 粉 充填 加 样 槽 .为 了 安全 起 见 , 用 一 块 有 机 玻 
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璃 板 盖 住 淀粉 块 。 


横 切 成 淀粉 块 Haat 
1 厘米 的 小 条 


9.15 淀粉 块 电泳 


将 整个 仪器 置 于 冷 室 或 冰箱 内 ,电泳 电压 6 一 8 伏 / 厘 米 ， 
电泳 20 小 时 ,电泳 毕 , 测 定 标记 物 的 迁移 距离 和 扩散 情况 ; 然 ， 
后 将 舍 有 标记 物 的 淀粉 胶 切 下 弃 去 (图 9.15)， 其 余 的 淀粉 胶 
块 横 切 成 1 厘米 宽 的 条 ， 把 每 条 转 人 一 烧结 玻璃 漏斗 。 用 一 。 
扁平 的 玻璃 棒 用 力 挤 压 淀粉 块 ,用 pH7.4 的 冷 磷酸 缓冲 液 洗 
_ 脱 2 次 ， 并 记录 洗 脱 液 的 最 终 体 积 。 取出 0.1 一 1 毫升 洗 脱 
液 测定 脱 氢 酶 活性 并 以 每 一 部 分 的 总 活性 对 与 阴极 的 距离 作 
图 。 测 定 粗 抽 提 液 并 算出 从 淀粉 胶 上 的 回收 率 。 

如 果 大 鼠 组 织 不 易 得 到 ， 可 用 商品 公牛 心 胜 和 兔 肌肉 乳 
酸 脱 氢 酶 代替 。 ~ 了 

实验 9.17 ”从 淀粉 块 电 泳 分 离 得 到 的 乳酸 脱 氢 酶 同 功 酶 。 
的 进一步 研究 
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材料 和 方法 | 

-可 以 用 实验 9.16 分 离 所 得 的 部 分 进行 下 面 的 实验 , 但 是 
结晶 小 牛 心 乳 酸 脱 氢 酶 与 免 肌 乳酸 脱 氨 酶 ， 可 以 用 来 显示 同 
功 酶 成 分 相差 很 大 的 两 个 组 织 之 间 的 差异 。 小 牛 心 含有 快速 
移动 的 同 功 酶 LTD,， 和 LD;， 而 兔 肌 含有 LD;。 

下 面 介绍 几 个 实验 , 这些 实 验证 明 酶 性 质 的 逐步 变化 。 
1 用 丙酮 酸 和 c- 氧 丁 酸 作 底 物 测定 米 氏 常数 。 

.21 将 酶 在 55—70°C 加 热 , 加 热 时 间 最 长 至 30. 分 钟 ,检查 
酶 的 热 稳定 性 8。 Of 

3 将 酶 与 尿素 一 起 保温 30 分 钟 ， 逐 步 增加 尿素 的 浓度 ， 
一 直至 6 DF /F ,与 对 照 组 比较 酶 活性 的 变化 ,用 /二 对 
尿素 浓度 作 图 。 | 
4. 用 草酸 测定 抑制 常数 。 
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重要 的 部 分 w EMF X-MONAARERH, WHEE 
早已 有 论述 。 生 活 机 体 中 存在 各 种 各 样 的 代谢 途径 与 下 文 一 
系列 实验 试图 介绍 其 中 的 若干 条 途径 。 为 了 有 助 玫 对 实验 的 
理解 ,文中 简要 介绍 这 些 代谢 途径 ,但 并 不 打算 描述 有 关 途 径 
的 证 据 , 这 在 大 多 数理 论 性 教科 书 中 已 经 有 非常 充分 的 论述 


消化 、 吸 收 和 细胞 闻 的 运送 


生活 机 体 摄 取 食物 ， 把 食物 分 解 成 为 比较 简单 的 分 子 从 


厕 获得 能 量 , 这 个 过 程 称 为 消化 。 哺 乳 动物 的 消化 过 程 在 置 肠 


道中 进行 。 产生 的 小 分 子 物质 经 肠 壁 吸收 ,: 通过 血 流转 送 给 
组 织 。 然 后 ,代谢 物 经 过 细胞 膜 进入 组 织 ， 进一步 分 解 (分 角 
代谢 ,或 用 于 合成 (合成 代谢 )。 
本 节 实验 介绍 生物 化 学 家 用 于 研究 模式 化 学 体系 :离休 
细胞 和 组 织 , 直 至 整体 动物 的 代谢 时 的 一 些 技术 。 

实验 10.1 “模式 膜 ( 脂 质 小 体 ) 对 阴离子 的 通 透 性 

原理 

脂 质 体 ”磷脂 干 膜 在 水 溶液 中 自发 膨胀 成 为 称 为 脂 质 
体 的 多 层 结构 。 这 种 结构 由 磷脂 双 分 子 的 同心 圆 形 小 时 和 构 
成 ,小 叶 之 间 为 含水 的 微小 空间 隔 开 (图 10.1)。 a 

形成 脂 质 体 时 ,让 蔗糖 包含 在 小 体 里 面 , 因 为 蔗糖 分 子 通 
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。 ” 常 不 能 通过 脂 质 体 的 膜 ， 它 就 有 效 地 维持 住 膜 上 的 盗 透 庄 。 
”把 脂 质 体 悬 浮 在 等 渗 的 离子 溶液 里 ， 如 果 离 子 不 能 通过 磷脂 
双 层 ,那么 , 脂 质 体 的 体积 不 会 发 生变 化 。 但 是 ， 如 果 离 子 能 
够 通过 磷脂 双 层 ,那么 脂 质 小 体 就 发 生 了 膨胀 ,因为 水 随 着 离子 
进入 脂 质 体 以 保持 渗透 压 的 平衡 。 因 此 ， 丛 脂 质 体 悬浮 液 的 
光 散 射 行为 ,可 以 测 出 溶质 的 通 透 性 , 脂 质 体 膨 胀 时 ， 光 吸收 
降低 , 踢 质 体 收缩 时 , 光 吸 收 增高 。 


—-0.1— 1 RK 
FA 10.1 脂 质 体 


膜 的 通 透 性 ” 脂 质 体 是 研究 膜 的 磷脂 部 分 对 阴离子 的 
通 透 性 的 有 用 模型 。 本 实验 的 目的 在 于 鼓励 研究 者 从 得 到 的 
结果 去 形成 自己 的 概念 : 阴离子 是 如 何 通过 膜 的 。 但 在 讨论 
结果 时 ,应当 记 住 : | 

1. 脂 质 体 对 于 阳离子 〈《H ，Na ,下 ) 始终 是 不 可 通 透 

的 。 

2. 许 多 分 子 只 在 未 电离 状态 才 通过 膜 。 

3. 离 子 运 送 时 ,必须 保持 电 中 性 。 

许多 化 合 物 影响 离子 的 运送 ， 特 别 有 趣 的 是 抗菌 素 凡 氮 
霉 素 ， 它 的 作用 有 如 K” 的 专 一 载体 。 统 氮 霉 素 分 子 的 结构 
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RHA, CO 离子 从 好 恢 在 环 内 亲 水 的 中 心 上 。 BOE 
其 余部 分 是 朴 水 的 ,因此 , 容易 带 着 K+ 离子 一 起 穿 过 膜 的 磷 


脂 部 分 。 所 以 ,在 某 些 情况 下 ,加 入 统 氨 堆 素 可 以 改变 脂 质 体 


“的 脱 胀 过 程 。 象 这 样 帮助 特定 的 离子 通过 订 的 分 子 叫做 离子 
载体 〈Ionophores)。 


材料 SSO a 
1. ERS Hr 7H AB 200 
«2. i ERR | 20 毫克 

3. 胆 固 醇 25 毫克 
4. 氧 仿 50 毫升 
5. 蔗 糖 (100 毫克 分 子 / 升 ) 20 毫升 
6. 圆 底 烧 瓶 (100 毫升 ) 5 
7. 旋转 蒸发 器 " 5 
8 试 液 (50 毫克 分 子 / 升 ) 各 50 毫升 

NaCl, KGh NH,Cl, 

Nal, eae NHI, 

CH,COONa, CH,COOK, CH,COONH,, 

NaCNS, KCNS, , 
9. MARA 50 微克 
10. 带 记录 器 的 可 见 光 分 光 光 度 计 5 
方法 


脂 质 体 的 制备 在 100 BSA ARR 20 微克 分 ” 


子 磷 酸 甘 油 胆 碱 和 2 微克 分 子 二 鲸 蜡 基 础 酸 在 约 3 毫升 氯仿 


中 混合 。 加 二 鲸 蜡 基 础 酸 是 使 脂 质 体 带 上 净 负 电荷 。 旋 转 蒸 
发 除去 氯仿 , 回 脂 质 干 膜 上 加 3 毫升 芒 糖 (100 毫 克 分 子 / 升 )o 
加 蔗糖 之 前 ， 务 必 去 尽 氯仿 (可 以 用 烧瓶 里 有 无 氯仿 气味 检 
验 )e 加 好 芒 糖 溶 该 之 后 ,用 手轻 轻 振 摇 烧 瓶 ， 使 脂 质 散 开 。 

脂 质 体 的 膨胀 因为 光 吸 收 变化 的 总 量 小 ， 所 以 首先 
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- REBRREN BIRR EARP. HF 100 微 升 脂 质 体 悬 浮 液 加 到 3 
毫升 蒸馏 水 中 ， 用 分 光 光 度 计 追随 记录 脂 质 体 膨 胀 时 在 450 
毫 微 米 处 消光 的 减少 。 调 节 好 记录 纸 速 度 , 灵 敏 度 等 等 ,然后 
进行 阴离子 通 透 性 的 研究 。 
teh — 3 毫升 的 比 色 杯 中 加 100 OHNE 
Mo 观察 光 吸 收 随 时 间 的 变化 . WR RARBIK, MA 1 微 
WAABBA, HRA Kt 有 专 一 的 通 透 性 , 继续 观察 450 
毫 微 米 的 光 吸 收 。 解 释 结果 ， 并 讨论 各 种 阴离子 通过 磷脂 膜 
的 可 能 机 制 。 

膜 上 的 胆固醇 制备 另 一 批 脂 质 体 ,但 此 时 含 10 GE 
分 子 胆 固 醇 ，20 微克 分 子 磷酸 甘油 胆 碱 和 2 微克 分 子 二 鲸 蜡 
基础 酸 。 选 出 那些 可 以 通过 脂 质 体 的 盐 ， 再 用 含有 胆固醇 的 
脂 质 体重 复 上 面 实验 。 讨 论 你 的 结果 ， 解 释 胆固醇 是 如 何 影 
响 脂 质 体 膜 的 通 透 性 的 。 

实验 10.2 ”胰岛 素 对 离 体 脂肪 细胞 摄取 葡萄 糖 的 调控 作 
fe | 

原理 

HARK 胰岛 素 增加 葡萄 糖 通过 多 种 细胞 膜 的 
速度 。 下 面 实验 测量 离 体 的 脂肪 细胞 从 保温 介质 中 清除 葡萄 
糖 的 速度 以 说 明 这 一 作用 在 这 个 事例 中 ,通过 膜 的 运送 是 脂 
肪 细胞 中 葡萄 糖 代谢 的 限 速 步 又 ,所 以 ,从 介质 中 清除 葡萄 糖 
速度 的 增加 ,到 做 葡萄 糖 通过 脂肪 细胞 膜 的 激活 作用 的 指标 。 

离 体 脂肪 细胞 脂肪 细胞 取 自 用 胶原 酶 消化 的 雄性 大 鼠 
附 亩 脂 垫 的 脂肪 组 织 。 胶 原 酶 催化 细胞 间 质 的 水 解 ， 释 放出 
游离 细胞 。 这 种 细胞 含有 丰富 的 甘油 三 酯 ， 因 而 在 低速 离心 
时 下浮 。 这 一 步 双 有 效 地 把 脂肪 细胞 和 组 织 中 的 其 它 细 胞 分 
开 , 从 而 可 以 得 到 均一 的 细胞 群 。 这 些 细胞 代谢 活跃 ,对 多 种 
生理 和 药理 刺激 有 反应 。 
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材料 10 


1. 氧 化 钠 (0.154 克 分 子 / 升 ) bt 

2: 氯 化 钾 (0.154 克 分 子 / 升 ) 50 毫升 
3. 毛 化 钙 (0.110 克 分 子 / 升 ) et sie 
4. 磷酸 钾 (0.154 克 分 子 / 升 ) 10 毫升 
5. 硫酸 镁 (0.154 克 分 子 / 升 ) 108 加 
6. 碳酸 氢 钠 (0.154 克 分 子 / 升 ) 250: 毫 升 - 习 


7. 低 钙 的 Krebs-Ringer Fo GRE 1285 毫升 氨 钠 液 (KRB)。 

依 下 列 比例 混合 溶液 1 一 6, 然后 通 95%O,/5%CO, 

20 分 钟 4 
YAW 1 1000 毫升 


FE HK 2 40 毫升 
YE TR 3 15 毫升 
溶 该 4 10 22 Ft 
HEIR 5 10 毫升 
FE IL 6 - 210 毫升 


.KRB-7A& AR. FA KRB 配制 30%W/V 的 
清 蛋白 溶液 ,在 冷 处 对 KRB RAMU KR 
日 ,用 KRB 液 稀释 至 清 蛋白 浓度 为 4%W/V。 

通 95%O;/5%CO; 气 至 pH7.4。 95%0,/ 


Co . 


5% CO, 气 中 ,于 37° CHAR 500 毫升 
9. 保温 介质 〈 含 3 毫克 分 子 / 升 葡萄 糖 的 KRB- 

请 蛋白 液 ) 100 毫升 
10.95%0,/5%CO, 气 钢 简 7 oe 
11. 雄 性 大 鼠 (200 一 300 克 ) 10 4 
12. 塑料 离心 管 (10 一 15 毫升 ) 100 
13. 胶 原 酶 30 毫克 


14. 胰岛 素 贮 存 液 ( 胰 岛 素 8 Boe, AF 1S 
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3 毫克 分 子 / 升 HCl 中 ) 1 Ft 
15. 用 葡萄 糖 氧 化 酶 测定 葡萄 糖 的 各 种 试剂 ( 见 实验 
ae Pea a 
16. 37°CHRIE KI a 5 
注意 ， 有 关 脂肪 细胞 的 一 切 操作 ， 务 须 使 用 塑料 器 亚 或 
硅化 的 玻璃 器 血 。 
二 
离 体 脂肪 细胞 的 制备 ”处 死 二 只 雄性 大 鼠 ， 分 出 四 个 
SIG, BES A 5 毫克 胶原 酶 和 10 毫升 KRB- 清 蛋白 液 
的 塑料 管 中 。 短暂 通 人 95%0,/5%C0, 气 后 ， 封 好 管子 ， 
在 37°C 水 浴 中 保温 振 摇 1 小 时 。 用 锰 子 剥 除 所 有 组 织 碎 片 ， 
将 此 细胞 悬 液 在 塑料 管 中 离 心 ，400g, 1 分 钟 。 用 1 支 吸管 
穿 透 表面 脂肪 细胞 层 ， 吸 掉 下 层 液 体 和 沉淀 细胞 。 将 脂肪 细 
胞 重新 悬浮 在 10 毫升 KBR- 清 蛋白 被 中 ,用 塑料 棒 轻 轻 搅拌 
洗涤 。 经 400g 离心 1 分 钟 后 ,再 去 掉 下 层 液 。 如 此 重复 洗涤 
二 次 ， 最 后 将 细胞 悬浮 于 适量 保温 介质 里 (KRB- 清 蛋白 - 葡 
萄 糖 液 )。 

HAC0RR 首先， 测定 在 胰岛 素 刺 激 下 摄取 葡萄 
糖 的 剂量 -反应 曲线 。 保温 含有 胰岛 素 终 浓度 为 0，1，10， 
100， 和 1000 微 单位 /毫升 (胰岛 素 1 毫克 一 25 个 单位 ) 的 1 
毫升 脂肪 细胞 悬 流 。 每 个 浓度 平行 做 三 管 。 具 体 做 法 ; £8 
料 保温 管 中 加 入 小 体积 (5 微 升 ) 胰 岛 素 液 ， 再 用 1 毫升 的 大 
口径 塑料 注射 器 加 入 搅拌 均匀 的 细胞 悬 液 1 毫 升 ， 通 95% 
O,/5%CO, 气 2 分钟 , 封 好 塑料 管 ， 在 轻 轻 振 摇 下 37°C 保温 
2 小 时 <. 

保温 完毕 ， 离 心 分 去 脂肪 细胞 ， 用 葡萄 糖分 析 法 (实验 
6.14) 测定 残留 在 保温 介质 中 的 葡萄 糖 ， 结 果 表 示 为 : 每 小 
时 每 毫升 悬 液 摄取 的 葡萄 糖 平均 微克 分 子 数 土 三 个 保温 管 的 
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标准 误差 。 画 出 摄取 的 葡萄 糖 量 对 ise TT 
即 为 剂量 -反应 曲线 。 使 细胞 摄取 葡萄 糖 的 量 为 其 最 大 值 的 “ 
一 半 时 ， 胰 岛 素 的 浓度 是 多 少 ? ik A IR BA BM 4 
度 一 一 约 20 微 单位 /毫升 一 LLB PHA? a 

实验 10.3 “氨基酸 通 过 小 肠 的 运送 

原理 | | 
代谢 物 的 运送 ”食物 在 肠 道 里 消化 之 后 ， 产 本 的 氨基 
- 酸 和 其 它 小 分 子 从 肠 吸收 到 血 流 里 ,在 许多 情况 下 ,吸收 作用 
是 对 抗 浓 度 梯 度 进行 的 ， 因 此 是 主动 运送 。 推 动 这 种 过 程 所 、 
需 的 能 量 由 生成 的 ATP 供应 ,所 以 ,能 减少 或 阻 断 ATP 产 
生 的 代谢 毒物 ， 对 这 类 运送 过 程 所 起 的 不 良 作用 

运送 〈 主 动 或 被 动 ) 的 类 型 非常 大 地 依赖 于 分 子 的 几何 
构 型 ,这 在 氨基 酸 和 糖 的 光学 异 构 体 的 吸收 过 程 中 观察 得 到 。 

外 翻 肠 澡 ”研究 肠 道 运送 的 方便 方法 是 利用 一 段 内 壁 
外 翻 ,两 头 扎 住 的 小 肠 。 将 外 翻 肠 衷 浸没 在 含有 代谢 物 的 缓 
冲 离子 介质 中 , 保 温 之 后 测量 代谢 物 浓度 的 变化 。 因 为 肠管 内 “ 
壁 翻 出 在 外 ， 现 在 运送 是 从 体积 大 的 保温 介质 到 外 翻 肠 砷 两 
侧 的 小 体积 中 。 因 此 。 吸 收 作用 被 放大 了 ， 它 比 使 用 正常 状 
态 的 小 肠 制备 更 为 敏感 。 a 

wAGML  APAABMERLHNRRERRY 
旺 色 反应 (实验 5.6)。 


材料 “人 
1. 氧 化 钠 (0.154 克 分 子 / 升 ) tH 2 
2. 毛 化 钾 (0.154 克 分 子 / 升 ) ”50 毫升 


3. 硫酸 镁 (0.154 克 分 子 / 升 ) 20 毫升 = 
4. 磷酸 钾 缓 冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ，pPH7.4) 250 毫升 ， 
5. 不 含 钙 的 Krebs-Ringer 二 氏 磷 酸 盐 介 质 

(KRP)。 1250 毫升 “ 


。 298。 


是 a" A "a ant EE hee 
: 内 J 
, ee <= 5 
“ “ 


tie BULL OEE ETT AY Ee, 
95 %O,/5 %CO,% Gel 
we mm 体积 (毫升 ) 


1000 
40 
10 

200 


6. 保 温 介质 ( 含 18 毫 克 分 子 / 升 葡萄 糖 的 KRP) 1250 毫升 
7. JCS (95. %O,/5 %CO,) 3 
8. Ki 5 
9. 葡 萄 糖 一 盐水 ( 含 18 毫克 分 子 / 升 葡萄 糖 的 “1 升 

0.1 54 克 分 子 / 升 NaCl) 
10.L- 组 氨 酸 液 (5 毫克 分 子 / 升 ， 用 含 18 毫克 

分 子 / 升 葡萄 糖 的 KRP 介 质 配制 ) 500 毫升 
- 11. 抑 制剂 臣 〈 用 保温 介质 配制 ， 并 通 以 9%5 匈 
,015%CO 气 。 小 心 : AE! ) 


> WH — 


(a) BUCA 毫克 分 子 / 升 ) 100 毫升 
(b) 碘 乙 酸 钠 (10 毫克 分 子 / 升 ) 100 毫升 
(c) 碘 乙 酸 钠 (40 毫克 分 子 / 升 ) - 100 26 Ft 
(dd) 丙 二 酸 钠 (5 毫克 分 子 / 升 ) 100 2 Ft 


12. 去 蛋白 用 的 乙酸 (0.35 毫克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
13. 对 氨基 苯 磺 酸 液 (10 克 / 升 ， 用 1 克 分 子 / 
Ft HCl 配制 )， 如 果 空 白 有 颜色 BAR 


要 重 结晶 100 毫升 
14. 亚 硝 酸 钠 (50 克 / 升 ,新鲜 配制 ) 100 毫升 
15. 碳酸 钠 (75 克 无 水 盐 / 升 ) 100 3F+ 
16. ZB (20%v/v) 1 升 
17. 标 准 志 -组 氮 酸 (0.15 毫克 分 子 / 升 ) 100 毫升 
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Rees: 
18 .注射 器 (1 毫升 , 带 钝 头 针 ) leq 
19. bt fit ; 5% 
20.37% 振 摇 水 浴 3 
21. HRIKY mre ; a 
22. HERTZ, Whatman 54 号 4 
23. HEF, AR | es 
24. Fe AS AO HE CULE 10.2) | 53 
方法 1 


sh ah HS 处死 大 鼠 ， 从 腹 中 线 切 开 腹 壁 。 切 。 
叫 小 肠 两 端 ,取出 小 肠 , 用 手 据 去 系 膜 。 在 室温 中 用 葡萄 糖 盐 ， 
水 洗涤 小 肠 全 长 ,清除 血液 .脂肪 等 等 。 制 备 外 翻 肠 囊 如 下 : 
将 末端 加 粗 的 细 玻 棒 从 肠管 的 一 端 插入 (图 10. 2(a)), 用 线 缚 
住 玻 棒 上 加 粗 的 部 分 ， 缓 缓 推动 玻 棒 使 之 通过 整个 肠 道 以 翻 ， 
转 肠管 (图 10. 2(b))。 小 心 线 好 外 翻 肠 囊 两 端 ;取出 玻 棒 , 将 “ 
此 肠管 置 于 葡萄 糖 -盐水 液 中 (室温 )。 沿 着 肠管 ， 每 隔 2 一 3 
厘米 ， 用 线 扎 紧 , 在 近 另 - 端 结扎 处 逐 段 切断 ; (图 10.2(co))。 
在 肠 圳 的 开口 端 松 松 地 做 第 二 个 结扎 ， 引 进 装 在 工 毫 升 注射 
器 上 的 钝 头 针头 。 在 针头 外 收 紧 原 来 较 松 的 结 5 如 果 要 做 吸 
收 速度 测定 的 实验 , 在 肠 囊 里 注入 0.4 毫升 KRP- 葡 萄 糖 液 ; 
如 果 要 做 浓度 梯度 实验 ,注入 0.4 毫 升 氨 基 酸 溶液 (10.2(d))。 
收 紧 结 扎 线 ,抽出 针头 。 所 有 结扎 必须 严 紧 足以 防止 次 漏 ;但 
又 不 得 太 紧 , 以 免 损 伤 组 织 。 q 

和 氨基酸 的 运送 Kt BE IRE 15 毫升 组 氨 酸 浓度 为 q 
5 毫克 分 子 / 升 的 溶液 里 , 通 95%O/5%CO; 气 。 封闭 烧瓶 ;在 
37%C 水 浴 里 振 摇 10 分 钟 。 反 应 终了 ,从 外 翻 肠 囊 内 侧 ( 浆 膜 侧 ) 
和 外 侧 (粘膜 侧 ) 各 取 0.2 毫升 溶液 ,去 蛋白 后 测定 -组 氨 酸 。 

实验 结束 时 , 倒 空肠 囊 , 用 硬 质 泪 纸 〈《wbatman 54 5) 
干 , 解 去 结扎 的 线 , 称 重 。 


» 300 ， 


paRHMS 在 试管 里 混合 乙酸 稀 溶液 2 毫升 ， 试 

0.2 Bt, 管 口 盖 一 玻璃 球 ， 将 试管 在 沸水 浴 里 加 义 10 分 

” 铀 。 冷 却 , 加 蒸馏 水 至 终 体积 为 5 毫升 。 如 果 需 要 的 话 , 过 滤 
或 离心 。 

2 STEER, Im 0.4 毫升 对 氨基 葵 磺 酸 液 (10 克 / 

升 ,用 1 克 分 子 / 升 HCl 配制 ), 充 分 混 匀 ,再 加 0.4 BIW A 


小 肠 : ARAN = ASE 


+- 未 端 加 粗 的 玻璃 棒 | | 


(a) HAMS RE 


(>) 翻转 的 小 肠 


(c) 结 村 成 每 段 长 2-; BRIN 
试 液 0.4 毫升 ee 


(d) Few IA He AD By BE] Be 
图 10.2 AB By ha BENS tl 
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让 钠 (50 克 / 升 ) 液 。 振 摇 试管 ， 静 置 5 分 钟 ， 偶 加 振 摇 。 加 
1.2 毫 升 碳酸 钠 液 (75 克 / 升 )， 剧 烈 振 摇 约 10 秒 钟 。 加 乙醇 
(20%,v/v)4 毫升 和 水 2 毫升 ,混合 均匀 。30 分 钟 后 , 以 蒸馏 
KABA, £498 毫 微米 处 读 消光 值 。 用 0 一 2 毫升 0.15 毫 
克 分 子 / 升 组 氨 酸 液 代 替 此 2 毫升 去 蛋白 液 ,做 出 组 氨 酸 浓度 “ 
标准 曲线 ,参照 标准 曲线 算出 试 样 中 存在 的 组 所 酸 小 度 。 
计算 
1. 浓 度 梯度 : 浆 陀 液 中 氨基 酸 浓度 对 粘膜 液 中 氨基 酸 浓 
度 的 比率 。 a 
2 SMS, ARN NTS AR UA AA 
克 分 子 数 Cumolg™h™)> a 
3. 百 分 回收 率 : ih Re 
原先 加 入 的 量 之 比 。 
进一步 的 实验 
1 .测定 各 种 抑制 剂 对 工 -组 氨 酸 吸收 的 影响 。 
2. 比 较 上 和 了 型 组 氨 酸 的 吸收 作用 。 | - 
3. 用 测定 碳水 化 合 物 总 量 的 方法 (实验 6.12) ;比较 各 种 
糖 被 吸收 的 速度 。 ih 
实验 10.4 Ait AAR 
原理 si i 
木 糖 的 吸收 “临床 化 学 用 下 面试 验 检查 小 肠 上 段 的 吸 。 
收 障碍 。 选用 成 糖 D- 木 糖 是 因为 这 个 化 合 物 一 点 也 不 能 被 
代谢 。 此 外 ,肾脏 没有 重 吸 收 这 个 化 合 物 的 特殊 机 制 ,所 以 它 “ 
从 尿 中 排出 。 试 验 进行 如 下 : 口服 木 糖 5 克 ， 随 后 测定 5 小 
时 内 木 糖 的 总 排泄 量 。 在 此 期 间 ， 正 常 个 体 排出 此 剂量 的 ， 
23 一 50 匈 ， 而 患 有 脂肪 痢 的 病人 ,由 于 吸收 障碍 ,排出 量 少 于 
209% 。 
木 糖 的 测定 “未 糖 在 酸 溶液 中 受热 产生 糠 醛 ， 后 者 与 。 
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。 对 省 灯 胺 反应 形成 粉红 色 的 复合 物 。 在 比 色 计 上 读 这 个 复合 


。 物 的 消光 值 。 


材料 100 — 
1. 对 -省 苯胺 试剂 (对 省 苯胺 20 克 ， 深 于 用 4 克 
硫 逐 饱 和 的 冰 酷 酸 中 ,再 用 乙酸 配 至 1 升 , 握 


35] , 08 ) 6 Ft 
2. 人 口服 用 的 纯 D- 木 糖 300 克 
3. 标 准 D- 木 糖 (0.1 克 / 升 ,新 鲜 配制 ) RL 
4.70 水 浴 | 30 
5. 比 色 计 50 
方法 


测试 程序 ”人 禁 食 一 夜 , 排 空 膀 胱 ,排出 的 尿 弃 去 。 然 后 
”服用 约 300 毫升 水 溶解 的 D- 木 糖 5 克 。 每 过 1 小 时 收集 一 - 
次 尿 标本 , 共 5 小 时 ,测定 尿 液 的 体积 和 D- 木 糖 的 浓度 。 

D- 木 糖 的 测定 ”将 尿 液 1 比 10, 1 比 50 稀释 , 取 每 种 
稀释 液 1 毫升 ,在 试管 里 与 5 毫升 呈 色 试剂 混合 。 700 KB 
保温 10 51, ,冷却 至 室温 ,放置 于 暗 处 呈 色 7055, H1S 
升 标准 末 糖 液 代替 稀释 的 尿 液 重 复 这 个 试验 。 另 加 1 毫升 稀 
Ria 1 毫升 标准 D-A BIRT MIRE RI, AP 
EBT ARE Ds 5 HOS BRL FA? 和 "标准 对 照 。 

所 有 测定 平行 做 2 管 ,在 524 毫 微米 处 读 消光 值 。 

计算 

“D-= 木 糖 液 的 浓度 是 0.1 毫克 /毫升 ,因此 令 V = Ria 

体积 的 毫升 数 , D 为 稀释 度 , 那 么 标本 中 木 糖 的 含量 是 


Evm 一 上 mx X 0.1 x V X:D 《毫克 ) 
Eun 一 卫 标 准 对 由 


画 出 每 小 时 排出 的 D- 木 糖 的 立柱 图 ,计算 整个 试验 期 间 
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排出 的 D- 木 精 的 百分数 。 hei aa 
生活 细胞 中 的 氧化 和 还 原作 用 


生活 组 织 需 要 持续 不 断 地 供应 能 量 以 维持 生活 物质 多 种 。 
多 样 的 特殊 功能 (图 10.3)。 在 大 多 数 情况 下 ,能 量 来 自 食 物 
消化 而 成 的 代谢 物 的 氧化 作用 。 氧化 作用 有 三 条 可 能 的 途 ， 
径 , 三 者 具有 相同 的 基础 :和 被 氧化 的 化 合 物 失去 电子 有 关 | 
(图 10.4)。 


食物 的 氧化 


功 - 热 - 
《肌肉 ,运动 ) (维持 体温 ) 
tL 光 
EERE HR) 4 

(神经 ， roe 98) 0 


图 10.3 生物 机 体 中 的 能 量 转换 


氧化 期 间 释 放出 来 的 食物 中 的 化 学 能 。 终 极 来 自 光 人 台 作 
用 期 间 取 自 太 阳 的 光 能 。 光 合作 用 过 程 的 全 反应 是 一 一 种 还 原 
作用 ,电子 被 加 到 形成 的 化 合 物 中 。 

氧化 作用 和 还 原作 用 总 是 联系 在 一 起 的 ， 颇 象 酸 和 它 的 
共 季 碱 形成 时 的 情况 ,二 者 缺 一 不 可 。 因 此 ,说 氧化 还 原 反应 
(redox) 更 为 准确 。 
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AH a=? A~ +H" 

mB yok M+ 

B <= Bt + e 
氧化 剂 ” :还原 剂 电子 


氧 的 加 成 ”CH:CHO + 二 O, —> CH,COOH 


Ca 乙酸 
CH(OH ) COOH COCOOH 
— | + 2H 
CH,COOH CH,COOH 
苹果 酸 丁 酮 二 酸 (22%) 
(RCE) 


电子 转移 
细胞 色素 (Fet++) 一 > 细胞 色素 〈Fe+++ ) 
+e 


(至 受 体 ) 
10.4 生物 氧化 的 三 条 途径 


实验 10.5 “生物 氧化 和 电子 传递 
原理 
几乎 所 有 生物 氧化 都 是 从 底 物 上 移 走 氧 。 这 样 移 去 的 

氢 原 子 ， 随 后 传 给 一 个 受 体 ， 通 背 是 吡啶 核 苷 酸 NAD 或 
NADP ”之 一 。 在 需 氧 细胞 里 ，NAD 还 原 之 后 , 是 一 系列 电 
子 递 体 的 还 原 , 最 终 形成 水 (图 10.5)。 氧化 还 原 化 合 物 的 这 
种 序列 称 做 电子 传递 链 或 呼吸 链 , 存 在 于 线粒体 中 。 

在 实验 室 里 ,可 以 通过 测量 耗 氧 量 来 研究 电子 传递 。 这 种 
测量 可 以 用 氧 电极 来 做 。 也 可 以 使 用 一 种 化 合 物 ， 它 的 作用 
有 如 人 工 电子 受 体 ， 而 在 氧化 或 还 原 时 颜色 有 变化 。 在 本 实 
验 里 ，2;6- 二 氧 酚 靛 酚 《DPI) Mia AEA (fp.2H) 
接受 电子 ， 还 原 成 它 的 无 色 型 ,故此 追随 此 染料 的 褪色 过 程 ， 
可 以 测量 电子 传递 的 速度 。 
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BRL DH S01 图 


wae =—'a MAM =— aav Waw= 一 aly . 
MERI = 1MD BEM = dj WEA WM —avN @M= "HV 


dly Nae aae 


Z z 


4 1 人 4449349 HZ B BS 
WALT’) +44 oh Hz'd avn 4) Maw)” 
ea 


lg + dqV ‘ dv 


pee 9 
QO p-N- fae be 
FM ht 


| 
AG 


\cu, 


256-— RHR (DPI) 
fp.2H + DPI 一 > fp + DPI.2H 


( 蓝 色 ) (无 色 ) 

材料 10 
1. 取 自 层 字 场 或 新 处 死 的 动物 的 心脏 20 克 
2. 绞 肉 机 5 


3. 细 棉布 一 
车 酸 洗 过 的 沙子 “一 oo 
5. 磷酸 钾 缓冲 液 (50 毫克 分 子 / 升 ，pH7.4) 250 毫升 


6. 研 杆 和 研 钵 5 
2 oe c= 
8.2,6- 二 氧 酚 靛 酚 (1.5 毫克 分 子 / 升 ,用 磷酸 组 

冲 液 配制 ) .50 毫升 
9. 底 物 (葡萄 糖 ,琥珀 酸 和 乳酸 的 90 毫克 分 子 / 

升 溶液 ,用 磷酸 缓冲 液 配制 ) 20 毫升 
10.NAD (5 毫克 分 子 / 升 ,用 磷酸 缓冲 液 配制 ) 20 BEF 
11.37C kK*€ 5 
方法 


CMARRA Se ”心肌 3 BM. BF 250 毫升 烧 

杯 中 ,加 200 毫升 冰冷 的 水 ,搅拌 1H, TLE ILA BH 

- 小心 倾 去 水 层 ， 如 上 用 水 再 洗涤 组 织 二 次 。 用 细 纱 布 滤 出 组 
织 ， 轻 轻 挤 去 剩余 该 体 。 

将 组 织 碎片 转移 到 预 冷 的 研 钵 里 ， 加 等 体积 砂子 和 大 约 

4 昔 升 冰冷 的 磷酸 缓冲 液 , 研 成 细软 的 糊 状 。 连续 抽 提 至 少 ， 
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5 分 钟 ,然后 小 心 倾 出 悬浮 液 ， sion he . 
dt Lh. CEMVENRET LAER, TKS 
备用 。 :本 
RnR RFRA RMR, CUA q 
萄 糖 ,乳酸 或 琥珀 酸 是 否 可 为 心肌 提取 液 所 氧化 。 


oe Was (REST DH) 
DPI? (1.5 毫 克 分 子 / 升 ) 0.5 0.25 — 
底 物 (90 毫克 分 子 / 升 ) 0.5 4 SS 
NAD 6 毫克 分 子 / 升 ) 0.5 1.0 
磷酸 钾 缓 冲 液 
《50 毫 克 分 子 / 升 ，pPH7.4) 0.5 , Ghas 


[KH Dep» 应 是 DPI。 一 一 译 者 o@ 
“混合 物 和 心肌 提取 液 分 别 在 37°C URI DSI 
升 心肌 提取 液 加 入 混合 液 中 , 37°C, 开始 反应 。 仔细 注意 染 
料 完 全 褪色 的 时 间 。 以 时 间 的 倒数 表示 活性 。 如 果 30 分 钟 
UR RB MISE IH Eo she 
| 实验 时 做 适当 的 对 照管 ， 研 究 这 些 底 物 氧化 时 是 否 需 要 
NAD, eee 
实验 10.6 ”氧化 磷酸 化 的 验证 
Re : 
电子 传递 ”” 氢 从 底 物 (AH,) 转移 到 NAD, A 由 能 -汪汪 
的 变化 一 般 比 较 小 : 
AH, 十 NAD+ == A 十 NADH + Ht 
AG 小 浊 
但 是 随后 还 原型 辅酶 被 分 子 氧 氧化 的 反应 放出 大 量 的 目 由 7 
B: ae 


amp 


NADH + H* + = O, —> NAD* + H,0 


Se AG 一 一 212 +R / ASF 
这 份 自由 能 并 不 象 上 面 等 式 所 示 的 那样 在 一 步 反应 中 释放 出 
K, 而 是 在 电子 传递 链 的 一 系列 分 立 的 步骤 中 释放 出 来 。 其 
差别 有 如 从 楼 上 通过 窗子 跳 到 地 上 和 从 楼 梯 走 下 来 之 间 的 差 
别 。 二 者 总 的 能 量变 化 是 相同 的 ， 但 从 楼 梯 走 下 来 的 危险 性 
较 小 ,也 更 可 逆 些 。 | 

ATP 的 生成 “ “在 电子 传递 链 上 ,能 量 不 仅 在 分 立 的 各 
步 释 放出 来 ;而且 在 某 些 步骤 转变 成 为 可 被 细胞 利用 的 形式 。 
细胞 的 “能 量 货 币 ′ 是 三 磷酸 腺 苷 (ATP)， 从 ADP 和 无 机 
BER ATP 的 标准 自由 能 是 30 千 焦耳 / 克 分 子 8 

ADP 十 了 Pi —> ATP’+ H,0 
AG” = +30 FHRE/HDFo | 
”这 类 氧化 砚 酸 化 作用 的 精确 机 制 还 是 有 争议 的 ;但 在 氧化 和 
ADP 的 磷酸 化 之 间 存 在 某 种 形式 的 “ 偶 联 '。 在 以 NAD 做 
为 辅酶 的 脱 氢 酶 的 情况 下 , 每 利用 一 个 氧 (O) 原子 多 就 有 三 
AER (P)OFBAB ATP 中 去 ,所 以 , P/O REI, 
些 底 物 如 琥珀 酸 和 脂 酰 辅酶 A, 直接 与 黄 素 蛋 白 反应 ， 绕 过 
fl NAD 有 关 的 步骤 ,在 这 种 情况 下 ,，P1/O 比率 是 2( 图 
10.5)3 ( § 
已 糖 激酶 的 作用 ”在 此 反应 混合 物 中 含有 葡萄 糖 和 已 
糖 激酶 时 ， 在 氧化 磷酸 化 期 间 挨 人 到 ATP 中 去 的 ji 被 结 
合 到 稳定 的 化 合 物 一 一 葡萄 糖 -6- 磷 酸 里 去 。- 
i a + ATP 一 > 葡萄 糖 -6- 磷 酸 + ADP 
己 糖 激酶 ， 

如 果 没 有 己 糖 激酶 的 作用 ，ATP 就 为 线粒体 中 的 :ATP ii 
所 分 解 , PE 摄取 的 数值 就 比较 低 w ;测定 实验 前 后 介质 中 P, 
的 含量 ,并 用 甲 烯 蓝 的 褪色 现象 证 明 呼 吸 作 用 。 

甲 煌 蓝 的 氧化 ;二 甲 烯 蓝 的 氧化 型 和 还 原型 (MB 十 
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i+ i ore > t 天 
a 


bia 


2H ==MB.2H) MALI BS RAG OQ RUE BAD 
型 (CoQ+2H = 一 CoQ + 2H) MMC BE. Hs 

FPA CMTE SHG ORS, ARATE RA ， 

从 谷 氨 酸 出 发 的 电子 流 可 能 有 二 条 途径 。 


公 策 酸 一 ，NAD 一 fp H20 at SS os 
eg 一 a a) #0 


”呼吸 作用 活跃 时 ， 有 利于 需 氧 的 途径 和 甲 烯 蓝 分 路 的 竞 “ 
争 ; 所 以 在 全 部 氧 被 用 完 之 前 ,染料 仅 部 分 地 褪色 5 BSBA 
完 后 , 甲 烯 蓝 才 完全 褪色 ,因为 此 时 呼吸 链 不 再 起 作用 了 5 和 
果 存 在 着 解 偶 联 的 试剂 2, 4- 三 硝 基 酚 ,呼吸 作用 的 速度 加 快 
了 ,上 述 变色 现象 也 较 快 地 出 现 。 和 氰 化 物 抑制 呼吸 链 的 末端 
成 员 一 一 细胞 色素 氧化 酶 而 阻 断 电 子 的 流动 。 Ak, - 当 有 和 握 
化 物 存 在 时 , 甲 烯 蓝 褪色 非常 快 ,但 褪 色 并 不 完全 ， 因 为 这 个 
ee eee Os Oat ees 
TA ! ). 28S To 
1. BD BS ie CE 300 25872 F/Ft EDTA RES 
. 0.5 毫克 分 子 / 升 ，pH7:4 ) x CAAG 
2.* i, (200—300 克 ) (7.22 oS 
3. rho R MSR ‘i Foss 
4.0K a 
5 .冷冻 超速 离心 机 2 

6. 保 温 介质 ( 依 焉 表 配 制 。 用 碱 调 pH B74, © 

最 后 稀释 到 表 中 各 化 合 物 的 克 分 子 波 度 ) 加 

ATP 是 因为 它 比 ADP 便宜 , MAC RAS 

存在 时 ,ATP 能 立即 转变 为 ADP. EDTA 用 

来 去 掉 可 能 存在 于 试剂 中 的 任何 微量 重金 

属 。 加 NAD 是 为 了 补充 分 离线 粒 体 期 间 NAD- 
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oe gare oe i 2 alll de , a2 : = 
= . 5 vie . ) 
The iy 和 7 4 ~ 
MA 5 


化 & Bw 毫克 分 子 / 升 
葡萄 糖 150 
KH2PO，- i 50 
EDTA 3 

ATP 3 
NAD 0.2 

牛 血清 清 蛋白 | 2.5 毫克 /毫升 
粗 己 糖 激酶 0.5 毫克 /毫升 


-的 损失 。 牛 血清 清 蛋 白 用 来 去 掉 氧 化 磷酸 化 

作用 的 解 偶 联 物 , 如 长 链 脂 肪 酸 。 在 分 离 出 

来 的 线粒体 中 可 能 积累 有 长 链 脂 肪 酸 。 50 毫升 
7:254- 二 硝 基 酚 (5 毫克 分 子 / 升 ) 10 毫升 
“8. 甲 烯 蓝 (250 克 / 升 ) 10 毫 逢 
9. 氨 化 钾 (50 毫克 分 子 / 升 )。 注 意 : BIS 10 毫升 

10. 蔗糖 液 ( 1 克 分 子 / 升 ， 含 MgCl, 25 毫克 


2 oT 25 毫升 
一 11. 三 氧 乙 酸 (100 克 / 升 ) 一 -一 500 毫升 
| §12.37°C 振 摇 水 洽 | 5 

13. 测 磷 试 剂 ( 实 验 4.3) ig 
14. 补体 石 腊 ( 通 氮气 赶 走 其 它 气体 六 100 毫升 
工 . 氮气 钢瓶 用 要 
16. 谷 氮 酸 氢 钠 (0.2 克 分 子 / 升 ) B.S 10 毫升 
方法 


饼 肝 线粒体 的 制备 ，， 断 颈 处 死 大 鼠 , 放 尽 血 液 }; 迅 速 剥 
” 离 出 肝 肚 。 用 冰冷 的 提取 介质 洗 去 组 织 上 的 血液 , 轻 轻 吸 干 ; 
置 于 一 已 知 重量 的 烧杯 中 称 重 。 以 下 的 操作 全 部 在 冷 室 进 
行 ,所 有 海 液 和 器 械 的 温度 要 低 于 4"08 每 克 肝 加 :10 ET HE 
糖 提取 介质 ,在 带 轴 的 匀 浆 器 中 色 桨 将 匀 桨 器 芯 固 定 在 电动 
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ee 
马达 上 ， 匀 浆 器 芯 的 转动 速度 是 2,400 4/5), ae i Ted a) 
8—10 (Ko a 
BIT 000g 离心 10 分 钟 ， 然后 依 下 面 的 流程 图 af 
10.6) SRR Ko VERMA REEKE SE. 这 “ 
样 制 得 的 线粒体 制备 足够 供 三 对 实验 之 用 。 10 一 12 个 学 生 
的 一 个 小 组 ,要 用 二 只 大 鼠 。 seh q 
按照 下 表 配 制 五 种 反应 液 。 


试剂 (毫升 ) 


保温 介质 

谷 氨 酸 氢 钠 《0.2 克 分 子 / 升 》 
2?4- 二 硝 基 酚 (5 毫克 分 子 / 升 ) 
甲 烯 蓝 (0.25 克 / 升 ) 

BCH 60 毫克 分 子 / 升 ) 
蔗糖 ( 1 克 分 子 / 升 ， 含 25 毫克 分 子 / 升 的 MgCl) 
线粒体 悬 液 ( 用 蔗糖 液 洗 过 二 次 ) 


各 种 试剂 必须 依 表 中 给 定 的 顺序 衣 太 ， ssn A= HR, 
彻底 混 均 。 a 

mM B12 中 的 混合 物 平衡 到 37%C ,在 
零 时 加 入 线粒体 ,混合 均匀 ,立即 吸出 0. 2TH, MHA 
酸 (100 克 / 升 ) 2.8 毫升 去 蛋白 。 离 心 除去 沉淀 的 蛋白 质 , 取 ， 
部 分 上 清 液 用 实验 4.3 的 方法 测定 Pi 的 含量 。 

封 好 试管 ,在 37% 振 摇 水 浴 中 保温 。 每 过 5 分 钟 取出 一 
份 样品 ,同上 法 测定 磷 的 含量 画 出 介质 中 Pi 减少 的 图 ;解释 
结果 。 

氧 的 摄取 | ， 在 管 3、4 和 5 ORL I 
液体 石 腊 , 置 于 37C 保温 ,不 要 振 摇 。 观察 颜色 随时 间 的 变 
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“化 ,解释 这 些 变化 。 记 住 为 什么 要 做 这 个 实验 。 
肝 匀 浆 (10 克 /100 毫升 ,在 0.3 克 分 子 / 升 缓冲 的 蔗糖 液 中 ) 
2 


上 清 iim SET LARE BRE) 
Vat | 600g 离 心 10 分 钟 
| y 


上 清 沉淀 : 核 和 细胞 碎片 
8 ,000g 离 心 10 分 钟 
Y 


上 清 沉淀 : 粗 线粒体 。( 重 新 悬浮 在 等 
体积 芒 糖 液 中 ;离心 洗涤 二 次 ) 

[一 一 一 一 8.000g 离 心 10 分 名 

上 清 Wie: eR AAA 


10.6 鼠 肝 线 粒 体 的 分 离 流程 


实验 10.7 三 磷酸 腺 背 〈《ATP) 的 酸 水 解 
原理 
ATP 在 能 量 传递 中 极为 重要 。 碳水 化 合 物 和 脂肪 氧 化 
时 释放 出 来 的 能 量 ， 大 部 分 在 氧化 磷酸 化 期 间 储 藏 在 ATP 
中 而且; 这 样 捕获 的 " 能 量 可 被 用 来 推动 许多 生物 合成 反 
应 。 所 以 把 ATP 看 做 是 生活 细胞 的 能 量 货币 。 

许多 生化 教科 书 称 ATP 为 “高 能 磷酸 ”化 合 物 。 似乎 
ATP 的 某 些 磷酸 键 有 些 特殊 ， 这 些 键 被 称 做 “高 能 磷酸 键 "。 
这 种 称呼 至 少 是 极 不 准确 的 ， 物 理化 学 家 们 不 会 同意 这 种 称 
呼 ,但 实践 中 人 们 仍然 使 用 这 个 称呼 。 ATP 被 说 成 具有 一 个 
低能 磷酸 键 和 二 个 高 能 磷酸 键 (~) ,常常 写成 : 

腺 苷 一 P~P~P 
BS, ATP 的 未 端 磷 酸 水 解 时 ， 自由 能 有 相当 大 的 变化 
(AG” = —30000 焦耳 / 克 分 子 )。 当 工 克 分 子 ADP 水 解 成 
为 AMP 和 无 机 磷 时 ,又 放出 30,000 焦耳 的 能 量 。 但 第 三 个 
磅 酸根 水 解 时 ,自由 能 的 变化 却 小 得 多 。 这 就 是 所 谓 低能 和 
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SAS RRO, LAN | 
键 里 。 e 

ATP 和 少数 几 种 其 它 化 合 物 被 称 为 含有 高能; ct ae 
是 因为 大 多 数 磷酸 酯 水 解 时 自由 能 的 变化 比较 小 ,例如 , 1 克 
分 子 葡萄 糖 -6- 磷 酸 水 解 时 ,只 放出 12,000 焦耳 的 能 量 。 


材料 100 
1. 测 磷 试 剂 (实验 43) 一 
2. 三 磷酸 腺 昔 (10 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
3. 二 磷酸 腺 苷 (10 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
4. 单 磷酸 腺 苷 (10 毫克 分 子 / 升 ) 200 BFF 
5. WAGE -6- HR (10 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
6. 硫酸 (1 克 分 子 / 升 ) LF a 
7. 5A (60%) 1008 


8. 容量 瓶 (10 毫升 ) 
9. BR” | AND See 
方法 7 oan 
eh KES, 混合 0. oe Se ome 4 
0.5 毫升 0% 高 氧 酸 溶液 , 在 试管 口上 加 玻璃 球 以 防水 分 蒸 
发 损失 。 将 试管 在 沸水 浴 中 加 热 45 分 钟 ,在 实验 台 上 冷却 5 
分 钟 后 ,再 用 流动 自来水 使 之 完全 冷却 。 将 试管 内 容 物 定量 
地 转移 到 10 毫升 容量 瓶 中 ,用 蒸馏 水 稀释 至 刻度 ， 泥 合 均匀 
后 ; 取 2 毫升 定 磷 。 

BK A By a AB HK 在 -_ 支 大 试管 里 ， 精 靖 拓 大] 次 
分子 / 升 硫酸 4.5 毫升 ,在 沸水 浴 中 加 热 10 分 钟 。 在 零 时 ,加 
0.5 毫升 试 液 到 此 热 的 酸 溶液 中 去 ,混合 均匀 。 然 后 ;在 头 一 个 
5 分 钟 内 ， 每 隔 1 分 钟 取出 0.2 毫 升 样品 ,接着 ,每 隔 5 分 钟 取 . 


1) 原 文 为 Marbles， 大 理 石 球 ,实验 时 加 在 试 答 口上 。 我 国 多 用 玻璃 球 ， 从 aa 
我 国 习 惯 。 译 者 
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页 去 份 样品 ;直至 工 小 时 。 每 份 样品 中 加 1.8 毫升 蒸馏 水 , 测 
 ” 寇 无 机 磷 的 请 度 (实验 4.3)。 
本 轨 生 这 的 将 酸 生 对 时 间 的 玫 洒 与 化 各 物 "的 千克 小 
进行 比较 。 

| 实验 10.8 EY FF A A. 
Be 

“原理 

发 醇 “在 酵母 中 ,葡萄 糖 代谢 的 第 一 阶段 产生 丙酮 酸 。 

这 一 过 程 包括 一 系列 反应 和 生成 大 量 的 中 间 产 物 ， 称 做 发 酝 
或 葡萄 糖 的 酵 解 。 整 个 反应 可 以 表示 为 两 对 氢 原 子 从 葡萄 糖 
转移 到 NAD (图 10.7)。 


(呼吸 链 》 
AS 
2NAD + C,H, ,0。 Be 2NADH, + 2CH, COCOOH 
(AiR 
脱羧 酶 ) 
=a T®©O. Ms 
-2C,H,OH (BSB) 2CH, CHO + CO, 


10.7 在 有 氧 和 无 氧 条 件 下 酵母 葡萄 糖 的 氧化 作用 


因为 体系 中 存在 的 辅酶 仅 是 催化 量 的 ， 如 果 发 酵 过 程 要 
持续 下 去 ， 辅 酶 必须 重新 氧化 ,NADH 经 过 呼吸 链 与 分 子 
氧 反 应 转变 为 NAD。 在 无 氧 条 件 下 ,不 再 可 能 发 生 这 种 转变 ， 
此 时 ,丙酮 酸 转变 成 为 乙 醛 ， 后 者 再 变 成 乙醇 ,而 使 辅酶 重新 
氧化 (图 10.7)。 

PRAM AA ”在 一 般 情 况 下 ， 丙 酮 酸 和 乙 醛 的 
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区 
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ae 人 | 
浓度 很 低 , 为 了 证 明 它们 是 中 间 代 谢 物 ， aes ee 
正 反 应 进 一 ont. earn Teean 
常 是 加 大 一 种 抑制 剂 ， 用 以 抑制 催化 所 要 研究 的 化 合 牺 的 转 
化 的 酶 。 也 可 以 改变 生理 条 件 ， 使 酶 在 低 于 它 的 最 高 活性 下 
发 生 作用 ;或 者 ,可 以 加 入 一 种 所 谓 * 拦 截 * 试 剂 ; 和 申 间 代谢 
物 形成 不 进一步 代谢 的 化 合 物 。 下 面 实验 介绍 后 两 种 方法 汗 

在 偏 碱 性 溶液 里 ,丙酮 酸 脱 羧 酶 (2- 氧 酸 脱 凑 酶 4.:11.1) 
失 活 , 故 丙酮 酸 积 累 起 来 , 它 的 存在 ,可 用 官 与 硝 善 钠 刘 入 4 
三 硝 基 茶 愤 的 反应 证 明 。 a 

FAITE, REAM EMAL 
Ze. CBWE, THE SHY PRERBKERMRE 
示 。 a 
材料 yoo a 


1. 磷酸 所 二 钠 (0.5 克 分 子 / 升 ) ‘soma 4 


3. 酵母 悬 液 (100 克 / 升 ,用 磷酸 氢 二 钠 液 配制 ) 500 毫升 
4. 酵 母 悬 液 (100 克 / 升 ,用 磷酸 二 氢 钾 液 配制 帮 500 毫升 
5 .酵母 悬 液 (100 克 / 升 ,用 水 配制 ) it a 
6. 葡 萄 糖 液 (100 克 / 升 ) | 2K a 
7. 硝 普 钠 (50 克 / 升 ,用 前 配制 ) 9 高 汪汪 
8. RAE 2 500 FF 
9. Bee ake 


10. 亚硫酸钠 | 56 克 汪 

11. 氨 氧 化 钠 (100 克 / 升 ) 1200 毫升 
12.2,4- ARR CHE 2 克 分 子 / 升 盐 a 

RHA MAR) | 200 毫升 

13. ewe (30 克 / 升 ,水 溶液 ) 500 毫升 

414. 三 氯 乙酸 (100 克 / 升 ) 500 毫升 


15.37C kK#¥ 30 
Ne BEE : | | 
 PHSRLRGMR AONRAHKM5 毫升 葡萄 
wi (EE ARIE BD. 在 管 A 中 再 加 5 毫升 偏 碱 性 的 NaHPO，， 
ROMER, HE Bhs 毫升 用 偏 酸性 的 KH,PO, 
，” 滚 配 制 的 酵母 悬 液 。 二 管 在 37%c 水 浴 保 温 IN, RASS 
加 2 毫升 三 氧 乙酸 液 ,混合 均匀 ,2500g 离心 10 分 钟 。 分 出 
上 清 , 测 丙酮 酸 。 
丙酮 酸 的 硝 普 钠 试验 “在 一 支 试管 中 装 上 约 1 厘米 高 
的 固体 硫酸 贸 , 加 入 2 毫升 老弟 过 的 上 述 上 清 液 ,再 加 二 滴 新 
配制 的 硝 普 钠 溶液 (50 克 / 升 ) ,混合 均匀 。 沿 试管 壁 小 心 加 和 
浓 氨 水 ,使 之 和 上 面 混合 液 形成 两 层 。 如 果 试 液 中 有 丙酮 酸 ， 

在 两 液 交 办 处 出 现 一 个 绿色 或 蓝 色 的 环 。 交 界 处 短暂 地 出 现 
一 个 粉红 色 的 环 ,是 因为 存在 斑 基 的 缘故 ,这 个 粉红 色 环 有 时 
在 丙酮 酸 产 生 的 特征 性 的 蓝 色 或 绿色 环 之 前 出 现 。 

丙 醋 酸 的 2,4- 二 硝 基 菜 肝 试 验 上 清 液 2 毫升 ,加 2,4- 
SHAD AK PES. Ri 2 一 3 滴 混 合 液 于 一 
| 支 试 管 里 , 加 1 毫升 氢 氧 化 铀 溶液 (100 上 克 / 升 ), 用 水 稀释 到 

WS BH WAAR, BH Re 

AHGRLRCHR ERECHDHAMs BAtHB 
糖 液 ,每 管 再 各 加 5 毫升 酵母 悬 液 。 另 在 管 D 中 加 亚硫酸钠 
0.5 克 。 混 合 均匀 后 ,两 支 试 管 置 37%G 水 浴 中 保温 1 小 时 ， 离 
心 ,分 出 上 清 。 各 取 上 清 液 2 毫升 , 分 别 加 入 0.5 毫升 新 配制 
的 硝 普 钠 液 , 2 RT MRMEKAR ,混合 均匀 。 如 有 乙 醛 存在 ， 
即时 蓝 色 反应 。 

实验 10.9 离休 叶绿体 的 还 原作 用 

原理 

从 水 和 二 氧化 碳 合成 碳水 化 合 物 ， 包 括 称 为 光 反 应 和 时 
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反应 的 两 个 阶段 。 本 实验 要 验证 的 光 反 应 3 eer 
下 才 发 生 。 叶 绿 体 中 的 绿色 色素 叶绿素 吸收 可 见 光 拓 ; Je 


ATP, ase 形成 ro aS 并 放出 所 所 
sa 10.8), A ie AF 
铁 氧化 
pe asl 
axza} ca 


NADPH， 


10.8 光合 作用 过 程 中 ATP 和 NADPH, WAR 
° 318。 


KA Hill 反应 在 这 个 实验 中 , 若 在 反应 混合 物 中 加 入 人 工 
”的 氢 受 体 二 一 2,6- 二 氧 酚 靛 酚 ， 可 以 证 明光 照 分 离 自 菠菜 时 
的 时 绿 体能 产生 还 原 产物 。 在 瞳 处 这 个 染料 不 发 生还 原作 
Filo | 


材料 10 
1 新鲜 菠菜 叶 1 公斤 
2. 装 菠菜 时 的 塑料 袋 5 
.3 提取 介质 ( 藤 糖 :0.4 克 分 子 / 升 ， 用 PHOS, . 
0.06 克 分 子 / 升 磷酸 钾 缓 冲 液 配制 ) 2 升 
4. 反 应 介质 ( 含 0.01 克 分 子 / 升 氯 化 钾 的 0.03 克 
分 子 / 升 磷酸 钾 缓 冲 液 ，pH6.5) 1 升 
5. Wa . (ae 3 
6 纱布 ar 
7 丙酮 (80%V/V 水 溶 AD) 200 毫升 
8.2,6-— AME (0.1 毫克 分 子 / 升 ， 用 反应 介 
质 配制 ) U3 500 毫升 
9. 连 二 亚硫酸钠 {WBE a 
10.447. 100 ATH 三 | 5 
11 (RSD OL CEES = ARB DEL) 5 
”12: 容 量 瓶 (25 毫升 ) 5 
方法 


叶绿体 的 分 离 “， 小 菜 叶子 用 水 洗 净 , 控 干 , 装 在 塑料 代 


里 ,次 室 放置 几 小 时 ,直至 叶子 发 心 。 以 后 的 全 部 操作 和 在 冷 处 
进 答 , 使 用 冰冷 的 试剂 和 器 械 以 保证 叶绿体 的 完整 性 。 BAK 
主子 的 币 心 叶脉 ,将 叶片 称 重 。 每 100 克 叶 片 加 100 毫升 级 
冲 的 芒 糖 提取 介质 ,在 均 浆 器 中 匀 浆 约 2 分 钟 。 用 几 层 细 纱 
布 滤 出 绿色 悬 液 ,低温 离心 200g8，2 分 钟 , 以 去 掉 没 有 破 雁 的 
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wet 
细胞 , 核 和 叶脉 碎片 。 上 清 低温 离心 , 1.000g; 10 5) - 
淀 悬浮 于 分 离 介质 中 ;洗涤 叶绿体 ， ciel eid ISR 最 
后 ,将 叶绿体 的 沉淀 悬浮 在 20 毫升 冰冷 的 反应 介质 中 用 下 
BBR RETAKE a 
+HESEHAS 向 10 毫升 s0%V/V Awe 
液 里 ,加 入 1.0 毫升 叶绿体 悬 液 ,充分 摇 匀 ,用 Whatman 1 号 
滤纸 过 滤 到 一 个 25 毫 升 容量 瓶 中 。 试 管用 5 毫升 丙酮 水 溶液 ， 
洗涤 ,并 用 此 洗涤 液 淋 洗 滤 纸 。 反 复 洗涤 数 次 ;洗涤 液 加 到 容 
量 瓶 中 ,然后 用 80 多 V/V 丙酮 稀释 至 25 之 升 刻度 局 区 80% 
丙酮 水 溶液 为 空白 ， 读 出 此 绿色 溶液 在 652 毫 微米 处 的 消光 
值 。 Cea 
MH AIRE (EE / BEF) = 652 毫 微米 处 的 消光 值 X5.8. 
Hill 反应 RMP RARER, 使 叶绿素 浓 
度 为 5 毫克 /毫升 左右 。 取 1 毫升 稀释 的 悬 液 到 9 毫升 26- 二 
氧 酚 靛 酚 溶液 里 。 如 此 配制 三 管 。 其 中 一 管 ; 在 整个 实验 期 “ 
间 一 直 放 在 暗 处 。 第 二 管 加 刀 粒 连 二 亚硫酸钠 结晶 使 染料 完 ， 
全 褪色 5 以 第 二 管 为 空白 ， 立 即 在 520 毫 微米 读 出 第 三 管 的 了 
消光 值 。 配 制 第 四 管 反 应 液 , 使 之 含有 双 倍 量 的 溶液 ; 用 100 
瓦 灯 光照 射 。 在 灯泡 和 试管 中 间 置 一 装 满 水 的 圆 底 烧 瓶 ， 作 
为 滤 热 器 ,并 使 灯光 聚焦 在 试管 上 。 30S, BE 
时 间 , 取 出 一 份 样品 测定 消光 以 追随 染料 的 还 原 。 :在 实验 终 
了 ,取出 一 直 保持 在 暗 处 的 第 一 管 , 测 它 的 消 并。 : 
实验 10.10 光合 作用 期 间 淀粉 的 产生 
原理 ， 本 
光合 作用 的 第 二 ne 二 
Wo 这 个 阶段 利用 光 反 应 生成 的 NADPH, 和 ATP, etal 7 
SUG EBACE Mo Hate” 
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ke iy ‘ad 
tie 


6CO, + 6H,O + fr 一 一 > CHO + 60, 
叶绿素 Rita 


|e 
(CoH yO), 
演 粉 


光合 作用 的 终 未 产物 取决 于 植物 的 种 类 ， 但 是 大 多 数 叶 
子 以 淀粉 颗粒 的 形式 储存 碳水 化 合 物 。 可 见 光 对 于 光合 作用 
是 必 不 可 少 的 条 件 , 没 有 光照 ,就 没有 淀粉 的 合成 ， 下 面 实验 
就 说 明 这 个 关系 ,用 铝 箱 盖 住 叶子 的 一 半 , 提 取 叶绿素 后 ， 用 


磺 染 色 法 证 明 淀粉 的 存在 。 
材料 10 
1. 盆栽 绿叶 植物 5 
2.4855 . ia 
3: 台 灯 , 带 100 ALT a 5 


4. Bie (0.1 克 分 子 / 升 ,用 30 克 / 升 KI 配制 ) “200 毫升 
.5. 稀 厂 液 (5 毫克 分 子 / 升 ,用 30 克 / 升 KI 配制 )200 毫升 


6. F] Flas | 5 
7. CBS Cm FA BAY Ly 8D 1 Ft 
8. 电 热 板 5 
FE. 


用 铝 稍 遮盖 盆栽 植物 叶子 的 一 半 ， 日 光照 射 ， 或 在 60 一 
90 厘米 外 ,用 100 矶 灯泡 照射 24 Nitto RA, BE. 用 
打 孔 器 从 叶子 遮盖 的 一 半 和 未 遮盖 的 一 半 各 打下 直径 1-2 
重 米 的 圆 形 小 片 。 将 两 小 片 沥 人 沸水 中 使 细胞 壁 软化 ， 然 后 
在 电热 板 上 ,用 热 乙醇 抽 提 叶绿素 (小 心 着 火 ! )。 必 要 时 , 换 
新 鲜 乙 醇 以 抽取 全 部 叶绿素 。 再 将 叶片 转移 到 含有 稀 碘 溶液 
的 培养 下 中 。 比 较 从 叶子 的 不 同 部 分 取 下 的 二 个 圆 形 小 片 染 
” 色 的 情况 。 
这 个 实验 的 另 一 种 做 法 ， 是 用 碘 染 一 种 叶子 上 有 花 斑 的 
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~~ a a 4 4 


thd dopa i ek. 此 时 ， nc OO j si ie 


色 反 应 ， 证 明 交 合作 用 需 雪 时 绿 素 。 


维生素 和 激素 4 

sc Ae ter ASME IVALNT, cere Me 
素 会 引起 营养 失调 。 例 如 ,维生素 C (抗坏血酸 ) 的 缺乏 ， 

起 坏 血 病 ; 维 生 素 B!( 硫 胺 素 ) 的 缺乏 ,引起 脚气 病 。。 
。 激素 是 内 分 泌 腺 分 这 的 化 学 信使 ， 它们 到 过 想 器 官 后 ,全 a 

机 体 发 生 广泛 深远 的 生化 和 生理 变化 。 

为 了 方便 起 见 , 这 两 组 化 合 物 放 在 一 起 来 讲 ; 因 为 它们 很 

小 的 数量 都 能 引起 巨大 的 生理 和 生化 反应 。 但 是 ;维生素 和 

激素 在 化 学 上 是 不 同 的 ,它们 代谢 活性 的 范围 非常 广泛 。 第 4 
七 讨论 过 胸 溶性 维生素 ， 本 节 实 验 是 有 关 水 党 仁 集 生 素 G 汪 

的 。 uy 
实验 10.11 用 2， 6-— RL | 


原理 
CH, OH 
Ho_C-H ol 
We * 
, O + aC | 3. 
DR Re N a 
Cl Te pul 
H OH wi 
L- 抗 坏 血 酸 ?6- 一 所 天 藤本 
Bt | | 
a | 
HO—C-H 


Sohal 


panne 无 色 的 染料 
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A BUR, 2,6- 二 氧 酚 靛 酚 氧化 抗坏血酸 成 为 脱 氨 抗 坏 
” 血 酸 。 同 时 ,染料 被 还 原 成 为 无 色 的 化 合 物 , 所 以 ， 反 应 的 终 
点 很 容易 判定 。 

2 ,6- 二 氧 酚 靛 酚 也 可 能 被 其 它 化 合 物 褪色 ， 但 在 酸性 深 
液 里 ,和 干扰 物质 和 染料 的 反应 非常 慢 ， 抗坏血酸 和 染料 反应 的 
“: 骑 异 性 能 在 一 定 程度 上 有 所 增高 。 

” 商 售 2,6- 二 氧 酚 靛 琴 有 做 成 药片 型 的 ,用 起 来 比较 方便 。 
一 片 2,6- 二 氧 酚 靛 酚 相当 于 1 毫克 抗坏血酸 。 
材料 0 
1.2.6- 二 氧 酚 靛 酚 溶液 (在 40 毫 升 热 水 中 , 研 碎 
二 片 2;6- 二 氧 酚 靛 酚 SHR. BRE 50 毫 


= Fro WABI) 8 Ft 
DLP MRR EI (20 毫克 / 升 , 用 前 配制 ) aE 
3. Uk ARR | 1 升 
4 CERT RRA BOT MR RRR) 1 Ft 
5. se (10 毫升 ) 50 
6. A 500 毫升 

方法 


1 .无 色 溶 液 中 抗坏血酸 的 测定 MAS ST MRHR 
H+ (ASRAER C 0.1 毫克 ) 到 一 支 试管 中 。 加 工 毫 升 冰 酷 
酸 ,用 染料 溶液 滴定 至 浅 红 色 不 褪 为 止 。 记录 消耗 的 染料 溶 ， 
液 数 (T)o | 

再 对 5 毫升 水 (空白 ，BD) 和 5 毫升 抗坏血酸 标准 液 (Sb) 


试 液 中 维生素 C (毫克 / 100 毫升 ) = 二 x 2 X FRE. 


2. 有 色 溶 液 中 维生素 C 的 测定 如 果 试 液 颜色 较 深 ， 
判定 终点 就 比较 困难 。 所 以 ， 在 反应 混合 物 中 加 入 工 毫升 氯 
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Y NS ee eee 


ttm * z 
人 F 
Sa 


仿 ,根据 有 机 相 中 出 现 不 褪 的 粉红 色 来 判定 终点 。 wie 2 
白 依 同 法 处 理 , 维 生 素 C 量 的 计算 如 上 。 | 
实验 10.12 ”抗坏血酸 饱和 试验 ， "a 
原理 = 
人 和 豚鼠 不 能 合成 抗坏血酸 ,对 他 ( 它 ) 们 来 说 ， 抗坏血酸 
是 一 种 维生素 ,因此 ,摄取 适量 的 维生素 C 为 健康 所 必须 和 当 
饮食 中 维生素 C 足 量 时 。 就 说 机 体 的 组 织 已 为 维生素 C 饱 和 ， 
了 。 此 时 , 尿 中 排出 的 抗坏血酸 量 取决 于 摄 人 量 。 对 于 正常 
Mk, 24 小 时 维生素 C 的 排泄 量 范围 是 10 一 60 毫克 。 HEHE 
量 低 于 每 天 10 毫 克 表明 维生素 C 不足 。 所 以 ,测定 24 小 时 维 
生 素 C 的 排泄 量 可 以 用 来 检查 个 体 维生素 C 饱 和 的 程度 。 但 “ 
收集 24 小 时 尿 标 本 非常 不 便 , 更 好 的 方法 是 使 受 试 者 摄取 大 
剂量 维生素 C 后 ,测量 尿 中 抗坏血酸 的 排泄 量 。 让 受 试 者 服 
用 抗坏血酸 ,然后 测定 服 食 之 后 4 一 6 小 时 内 的 高 峰 排泄 值 。 
如 果 排 出 量 低 于 40 一 50 毫克 ,重复 试验 直至 达到 A 
健康 成 人 应 在 2 一 3 天 内 达到 饱和 ;而 坏 血 病 病 大 则 需要 
2 一 3 周 才能 达到 饱和 。 达 到 饱和 的 时 间 在 此 两 者 之 间 ; 指示 时 


Ce 
eS 


BME RE ER CARs 区 
1 .抗坏血酸 片 (容易 从 药剂 师 那里 得 到 ) 50 克 
2. 实 验 10.11 所 用 的 材料 一 


方法 

饱和 试验 ， 方便 的 常规 方法 如 下 : 

早上 7 点 30 分 ; 吃 一 顿 清淡 的 早点 。 

早上 10 点 : 用 100 一 200 SF MMAR IRM | 
Be SAT AH 11 毫克 。 i 

F4 2A: FER. DS. RRHFES 

下 午 4 点 : 排尿 ,测量 尿 液 体积 。 
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E320 分 钟 内 测定 尿 中 抗坏血酸 量 。 如 果 来 不 及 ,可 以 用 
。 乙酸 把 尿 液 酸 化 (9 体积 尿 液 加 1 体积 冰 醋 酸 )， 在 24 小 时 内 
测定 之 。 | 
PRR MS SOMITE, KAM 2 毫升 ， 
“ 甫 水 稀释 到 100 毫 升 。 取 5 毫升 染料 溶液 ,用 稀释 的 尿 液 滴定 
， 至 粉红 色 消 失 ” 整个 滴定 须 在 2 分 钟 左 右 完成 。 因 为 如 果 沉 


“定时 间 延 长 ,抗坏血酸 之 外 的 其 它 化 合 物 也 会 还 原 染 料 。 但 


如 滴定 得 太 快 消耗 的 尿 牙 就 会 过 多 ,因为 抗坏血酸 还 原 染 料 
的 反应 不 是 瞬时 的 。 

计算 测试 期 间 维生素 C 的 排 油 量 (用 毫克 表示 )。 抗 坏 血 
酸 量 在 2 一 3 毫克 范围 内 可 能 意味 着 维生素 C 不 存在 ,因为 一 
些 染 料 是 为 尿 中 存在 的 其 它 还 原 化 合 物 还 原 的 。 
1 ;连续 几 天 重复 试验 ,直至 达到 饱和 。 体 重 中 等 的 个 体 ; 收 
尿 期 间 排出 40 一 50 毫克 抗坏血酸 表示 已 经 他 和 。 ARKH 
了 .可 能 需要 把 尿 液 稀释 2 倍 以 上 ,以 利于 滴定 。 

实验 10.13 “豆芽 中 维生素 C 的 测定 

原理 ， 
植物 含有 合成 抗坏血酸 所 需 的 所 有 各 种 酶 和 辅酶 ,所 以 ， 
。 对 于 植物 ,抗坏血酸 不 是 维生素 。 


. 材料 
1. ROMS cA 500 毫克 
2.=ACR(50 克 / 升 ) 3 升 
3. 实 验 10.11 所 用 的 材料 
方法 


LOUD ,每 组 1 克 ( 干 重 )， 分 片 置 于 诸 过 水 的 泥土 
中 。 每 过 一 天 收取 一 片 发 芽 的 酌 豆 ， 测 定 抗坏血酸 的 含量 。 

用 水 仔细 洗 去 整 株 豆芽 上 粘着 的 泥土 ,加 10 毫升 三 氯 乙 
酸 (50 克 / 升 ), 匀 浆 。 在 量 简 中 加 水 稀释 到 20 毫升 。 放 置 15 分 
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eA IME. Bib, aie a ee CE 
实验 10.11). “ig | 
实验 10.14 AC AR BRS 
原理 Ae 
eae ane ae nanan ce 
肌 \ 肾 和 大 多 数 其 它 组 织 中 ,但 脑 中 没有 。 肝 糖 原 维持 而 糖水 
起 着 机 体 所 有 组 织 的 中 心 燃 料 库 的 作用 。 卢 得 很 好 的 动 


i, APES MRCS AT ASM, PRAIA 
( 糖 原 分 解 作 用 ) ,上 且 大 约 在 24 小 时 内 用 尽 。 此 后 ;从 非 碳水 化 ， 
合 物 合成 葡萄 糖 (葡萄 糖 异 生 作用 ) 维 持 血糖 浓度 (图 109)5 
葡萄 糖 的 合成 和 分 解 为 几 种 激素 所 控制 ， 本 实验 以 其 中 的 二 


种 作为 例子 。 a 
FI gS 
(葡萄 糖 )。 a 
a: ae ‘ 
a es: . : 
ARE 荀 苟 糖 -1- 磷 本 
2 
ALS 
Weaee: 
| ana 6a 
i e 
RATER 
甘油 (来 自 脂肪 ) 
氨基 酸 (来 自 蛋 右 质 ) 
乳酸 (来 自 肌 粮 元 ) 


图 10.9 维持 血糖 的 途径 ”一 
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Kime LPR pRB, Zeon 
状态 ,分 泌 量 增加 ， rsovestioae enemies ertiog 
这 种 作用 和 交感 神经 系统 的 变化 一 起 , 称 作 :“ 惊 恐 ,逃避 ,或 斗 
争 * 机 制 ,因为 动物 准备 将 以 这 些 办 法 中 的 一 种 或 几 种 应 付 局 
Be 


rc. 


CH(OH)CH,—NH —CH, 
HO” . | 
OH 


Gee 


BERR 


肾上腺 素 -- 党 
BER A i 
( 非 活性 ) 
| 


re PPL + BRiR — AMP--->| 


REIMER ---~ 
CBE) 


PRLS 
(SFE) 


ADP 
磷酸 化 酶 激酶 ---_-- ani & 
《活性 ) 
4 | ATP 


RRR 
(EH) 


re 
#8) 25 32 -1- 


PA 10.10 肾上腺 素 对 糖 原 分 解 的 刺激 作用 


销 上 腺 素 也 引起 代谢 的 变化 ,包括 动用 脂肪 组 织 的 脂肪 ， 
使 肝 糖 原 分 解 为 葡萄 糖 和 使 肌 内 糖 原 分 解 为 乳酸 。 这 种 糖 原 
分 解 作用 是 环 状 一 3 ,5 一 AMP 引起 的 ,后 者 增高 活化 的 磷酸 
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ae 
ee 
Seen 


: Pg 
- 6: 


化 酶 的 量 。 其 机 制 稍为 复杂 ,说 明 在 图 10.10 tho 

ku | 肾上腺 皮质 分 这 的 某 些 类 国 醇 因 其 对 破水 化 上 
合 物 代谢 的 作用 称 做 糖 皮 质 类 固 醇 。 这 些 类 固 醇 中 最 活跃 的 
三 种 ,皮质 醇和 皮质 酮 ,作用 和 胰岛 素 相反 。 它 们 使 组 织 利用 
葡萄 糖 减少 ， 通 过 动用 储藏 的 脂肪 亦 使 碳水 化 合 物 的 分 解 减 
弱 ， 并 且 通 过 利用 氨基 酸 的 糖 原 异 生 作用 增加 糖 原 的 合成 。 


re So at Be i BF ( Be A) 


糖 原 的 提取 用 三 氧 乙酸 沉淀 除去 蛋白 质 和 核酸 ,再 
用 乙醇 水 溶液 把 糖 原 沉淀 下 来 ， 其 它 水 溶性 化 合 物 则 留 在 溶 
液 里 。 以 后 再 用 乙醇 沉淀 得 到 进一步 纯化 的 精 原 。 


材料 24.4 

1. MERIAL BAAR 12,5 

2. EE BRR CEN FAR BP) 1a 

3. 皮 质 醇 (注射 用 灭 菌 溶液 ) 9 20 Bee 

4. 三 氯 乙酸 (50 克 / 升 ) -2 

5. OR (95%, V/V) ~ 5 ae 
6. 乙 醚 1 ee 

7 BRS SAE FFT 用 30 克 / 升 Ki 50 Ft 
8. 匀 浆 器 Ce 


9. 2s FRE a. 
10. Whatman 54 号 滤纸 | ae 
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11 .测定 糖 原 的 试剂 (实验 612) 一 
方法 
KRG RS 。 维持 大 鼠标 准 饮食 一 周 ， 然 后 分 成 等 量 


”的 四 组 (A，B，C 和 了 D)。 组 A 和 组 B 饮 食 如 常 , 组 C 和 组 D 


在 实验 前 饥 俄 48 小 时 。 给 B 组 大 鼠 皮下 注射 肾上腺 素 (10 微 


38/100 克 体 重 )，10 分 钟 后 处 死 。 给 D 组 大 鼠 皮 下 注射 皮质 


醇 (1.2 BEIT /100 HAH), 每 2 小 时 一 次 ,第 一 次 注射 后 8 小 

时 处 死 。A 组 作为 喂食 组 对 照 , C 组 作为 饥 俄 组 对 照 。 
eR 处死 大 鼠 , 尽 快 取出 肝脏 , 称 重 。 用 前 

刀 将 肝 前 成 小 块 , 取 其 大 部 分 到 匀 浆 器 中 , 留 下 少量 , 称 重 , 放 


“ 置 在 室温 中 待 用 。 以 10 毫升 / 克 肝 的 比例 ， 向 肝 中 加 入 冰冷 
的 三 氧 乙酸 (50 H/F), ATR. 倾 出 匀 浆 液 ， 用 滤纸 
(Whatman 54 号 ) Xt, TRUK ZEKE, 在 


沉淀 上 加 原 体 积 一 半 的 三 氯 乙 酸 ,再 匀 浆 一 下 。 过 滤 如 上 5 每 
种 庆 被 中 取出 1 滴 , 加 在 一 块 白 瓷 板 上 ,再 加 !1 HK. RA 
到 什么 ”如 何 解释 ? 

合并 滤 沪 ,加 2 倍 体积 95 色 乙醇。 搅拌 此 混合 物 ,放置 ,， 
直至 蒜 状 的 糖 原 沉淀 出 来 。 如 果 沉 淀 糖 原 时 有 困难 ， 可 在 混 
合 物 中 加 一 小 操 氧 化 钠 并 稍为 加 热 。 离 心 除去 上 清 ， 涡 淀 深 
于 最 小 体积 的 水 里 ,再 加 2 倍 体积 95% 乙醇 沉淀 糖 原 。 离 心 
分 出 糖 原 , 沉 淀 用 95 色 乙醇 洗涤 二 次 ,最 后 用 少量 乙醚 洗涤 。 
再 次 离 忆 收 集 沉 淀 ,将 残渣 铺 布 于 一 个 表 玻 下 上 ,在 干燥 器 中 


FR 


记 下 糖 原 的 收获 量 , 保 存 备 用 。 

将 已 在 室温 放置 过 的 小 量 肝 碎 块 用 三 氯 乙 酸 提 取 ， 用 碘 
RMA RF 你 看 到 的 结果 和 上 面 的 结果 有 何 差别 ， 
如 何 解 释 ? 

最 后 ， 用 意 酮 方法 (实验 6.12) 测 定 得 到 的 糖 原 制备 中 的 
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糖 原 含量 ,记录 按 每 克 肝 湿 重 计算 的 糖 原 重 量 。 ， :， 

利用 原理 部 分 的 说 明和 你 自己 的 代谢 知识 ， Hee 
RAM RL EME 
“实验 10.15 ERA ATS RESON : 

原理 7" 

cee er 
脂肪 分 解 作用 。 几 种 激素 ,包括 肾上腺 素 ， 高 血糖 素 和 一些 委 
体 的 肽 类 ,刺激 脂肪 分 解 作用 。 这 些 激素 结合 到 细胞 膜 上 ;在 
此 处 激活 腺 苷 环 化 酶 ,从 而 增加 细胞 内 环 化 AMP 的 浓度 。 这 
一 作用 转 而 激活 细胞 脂 酶 ,增加 甘油 三 酯 的 分 解 (图 10.1D) 这 


-_ 


PATEL BS 
ee © v1 (4-9) | 
BERK . ; 
和 
腺 苷 环 化 酶 ~- 一 A | | = 
(活性 ) 蛋白 激酶 -” cs 
= 《无 活性 ) 二 
PP, + 环 化 一 AMP--- |:  ，  - al i ; 
《无 活性 ) YET 4 
ATP wee 
蛋白 激酶 --- 7 
(活性 ) 二 23 
ADP +P SR 
脂 酶 
(活性 ) 本 
- 
os ) i. 
‘cH,ocoR, | CH,OH R,COOH ~ 
" ) 
CHOCOR, CHOH +R,COOH ~ a 
CH,OCOR, H,OH R,COOH ~ 
甘油 三 本 甘油 。 脂肪 酸 了 


.图 10.11 激素 作用 下 脂肪 的 动用 二 二 


ey, 
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| 
。 分 解 作用 的 速度 ， 但 有 一 些 脂肪 酸 被 重新 酯 化 结合 到 甘油 三 
” 酯 里 去 。 另 一 方面 ,缺乏 甘油 激酶 的 脂肪 细胞 不 能 代谢 甘油 。 
。 所 以 ,甘油 形成 的 速度 直接 反映 脂肪 分 解 作 用 的 速度 ,而 游离 


监测 游离 脂肪 酸 或 甘油 的 释放 可 以 追随 整体 动物 的 脂肪 


。 脂肪 酸 形成 的 速度 是 脂肪 分 解 速度 和 重新 酯 化 速度 之 差 。 


下 面 实验 测定 肾上腺 素 存 在 或 不 存在 时 离 体 脂 肪 细胞 产 
生 游离 脂肪 酸 和 甘油 的 速度 。 葡 萄 糖 或 胰岛 素 改 变色 上 腺 素 
的 作用 ,未 实验 亦 研究 这 些 成 分 的 作用 。 


材料 人 
1. 实 验 10.2 所 用 分 离 脂肪 细胞 的 材料 ， 但 整个 
实验 始终 使 用 无 葡萄 糖 的 溢 液 

2. 肾 上 了 腺 素 10 微克 
河 人 250 微 单位 
4. ij ta ON toe 
5. 带 塞 塑 料 管 0 
6.37°%C HRB KIS 5 
7. Mi (€95%O,/5 %CO;) | | 3 


”用 无 葡萄 糖 的 介质 , 按照 实验 10.2 ANTE HN eS RY 
细胞 。 依 下 表 在 带 塞 塑 料 管 里 配制 四 组 反应 液 ， 每 一 组 有 三 
个 平行 管 5 每 二 管用 1 毫升 离休 脂肪 细胞 ， 加 激素 和 葡萄 粮 


时 外 尽 可 能 小 的 体积 (5 一 10 微 升 )。 通 95 %O,/5%CO, A, 


37°C 保温 ， 轻 轻 振 揪 。 反 应 完毕 ， 测 定 保 温 介 质 中 游离 脂肪 


酸 和 甘油 (实验 10.15(a) 和 实验 10.15(b) )。 


根据 本 实验 开始 时 的 说 明 ， 和 你 从 参考 书 中 学 到 的 代谢 
知识 ,解释 观察 到 的 结果 。 
实验 10.15(a) 甘油 的 测定 
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肾上腺 素 | MAUR | eae 
BS | se ae) MOAT! | 单位 /毫升 


ud th is Ht) ia 
对 照 (无 激素 ) L Kas in * 
肾上腺 素 (单独 ) | 4-6 0.1 fi 
肾上腺 素 加 葡萄 糖 | 7 一 9 0.1 3 
肾上腺 素 加 胰岛 素 | 10 一 12 0.1 10 
原理 


用 三 氧 乙 酸 除去 标本 中 的 蛋白 质 ， Pst aaa 
油 , 测 定 340 毫 微米 处 消光 的 变化 。 


CH,OH CH,OH - : 
H--C—OH + NAD LEE ahi + NADH, 

CH,OH | | CH,O8 2 ya a 

甘油 SEM. oo aas ia 

材料 ie : | 


1. =A CR(100 克 / 升 ) 100 BF 
2. 7B st pee Eales aa 
5， 甘氨酸 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ，pH9.5) 500 本 
4. NAD 7K(6 毫克 /毫升 ， 用 前 用 甘 拨 酸 缓冲 
1x Bc till ) 100 毫升 
5. 标准 甘油 液 (0.25 毫克 分 子 / 升 ) .10 毫升 
6. 甘 油 脱氧 梅 〈 用 甘氨酸 缓冲 波 稀释 到 活性 为 2 
1 微克 分 子 / 分 /毫升 ) 10 Ft 
7. 紫 外 光 分 光 光 度 计 eer 
8.37 
方法 
分 出 0.5 毫升 细胞 悬 液 测 定 游 离 脂肪 酸 , 余 下 的 0.5 毫升 4 
其 流转 移 到 一 个 玻璃 离心 管 里 。 同 时 ， 配 制 一 个 含 5 毫升 保 
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， 温 介 质 的 空白 管 。 所 有 各 管 各 加 三 氧 乙 酸 〈100 克 / 升 )L 毫 
升 , 混 匀 , 离 心 去 蛋白 。 将 上 清 液 转 移 到 带 塞 玻璃 试管 中 ， 用 
5 毫升 乙醚 提取 三 次 ， 测 定 水 层 的 甘油 。 

“ 取 三 支 试 管 ,一 支 加 0.4 毫升 提取 液 ,一 支 加 0.4 毫升 水 ， 
第 三 支 加 0.4 毫升 标准 甘油 液 。 每 管 各 加 0.5 毫升 用 甘氨酸 
缓冲 液 配制 的 NAD 液 。 再 各 加 0.1 毫升 甘油 脱 氢 酶 液 开 始 
反应 ,37sC 保温 1 小 时 。 反 应 终了 ,加 2 毫升 甘氨酸 缓冲 溢 ， 
在 340 毫 微米 处 读 消 光 值 。 对 照 标准 甘 油 溶液 算出 试 液 中 名 
放出 来 的 甘油 数量 。 

实验 10.15(b) ”游离 脂肪 酸 的 测定 
原理 
，，” 将 标本 与 毛 仿 和 缓冲 的 硝酸 铜 溶液 一 起 振 摇 ， 使 脂肪 酸 

”从 清 蛋白 -脂肪 酸 络 合 物 中 游离 出 来 ,并 形成 铜 -脂肪 酸 皂 ,后 
者 可 被 抽取 到 有 机 相 里 。 氧 仿 里 的 铜 量 相当 于 标本 中 的 脂肪 
酸 量 。 铜 量 可 用 非常 灵敏 的 特异 性 呈 色 试剂 一 一 二 乙 基 二 硫 
代 氮 基 甲酸 酯 测定 。 

材料 10 
. 铜 试剂 (2 毫克 分 子 / 升 三 乙醇 胺 270 BF, 
. 工 克 分 子 / 升 乙酸 30 毫升 ，100 克 / 升 硫酸 


—" 


铜 300 毫升 ) 600 毫升 
2. 二 己基 硫 代 氨 基 甲 酸 钠 (1 克 / 升 , 用 前 用 正 

丁 醇 配 制 ) 100 毫升 
3. 带 塞 玻璃 试管 (20 毫升 ) 100 
4. KEIRA tines 5 
5. 氯仿 500 毫升 
6. 比 色 计 5 
7. BAY 5 


8. 棕榈 酸 (5 毫克 分 子 / 升 ,用 氯仿 配制 ) 10 Ft 
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区 oy - ab 放 x: | 7 3. op ee tg 
4 = ‘eee ae ee eee ee Coren, to) mt oo 活 mS ow Mo | 
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提取 在 带 塞 玻璃 试管 里 加 0.5 毫升 试 液 ,再 加 2.5 党 
| AH RSE LAGS. BS 毫升 氧 仿 ; 用 手 剧 烈 
。 振 摇 1 分 钟 。 离 心 使 混合 物 分 成 三 层 : 最 上 面 水 层 ， 中 间 变 
性 蛋白 质 层 ,下 面 含 游离 脂肪 酸 铜 盐 的 氯仿 层 。 吸 去 最 上 面 的 
AR. 用 千 净 的 滴 管 穿 过 中 间 蛋 白质 层 ,小 心 把 氧 仿 吸 到 一 
| 该 试管 时; 做 这 一 步 时 ， 避 免 被 其 它 二 层 沾 污 是 非常 重要 的 ， 
。 因为 这 三 旦 含有 高 浓度 的 铜 离子 。 
MR WF 毫升 毛 仿 提取 液 ， 加 0.5 毫升 二 己基 三 硫 
代 氨 基 臣 酸 钠 试剂 ， 用 分 光 光度 计 或 比 色 计 读 440 毫 微米 的 
ties 

ref AHIR EE HEEL) 0 一 5 毫克 分 子 / 升 的 棕榈 
酸 标准 溶液 。 每 分 标准 液 取 0.2 毫升 , 加 到 一 系列 试管 里 ,在 
通风 栖 里 用 沸水 浴 蒸 发 至 干 。 每 管 加 0.5 毫升 水 ,测定 如 上 。 


A ba Se SY 


细菌 是 适应 性 非常 强 的 有 机 体 ， 随 着 环境 营养 条 件 的 改 
BE ,一 些 细 戎 细胞 产生 的 酶 也 有 变化 ,以 使 菌 体能 在 新 条 件 下 
生长 。 例如 ， 在 培养 基 中 加 入 pA, HABE 
就 会 产生 与 8- 半 乳糖 苷 代谢 有 关 的 酶 。 迅速 合成 的 愈 来 愈 
多 的 与 培养 基 中 的 底 物 相 适 应 的 酶 叫 诱导 酶 。 不 同 于 诱导 酶 
的 是 组 成 酶 ,不 管 细胞 的 代谢 状况 如 何 * 组 成 酶 的 含量 保持 不 
变 。 
Monod 玉 其 同事 提出 过 解释 酶 的 诱导 作用 的 机 制 ， 它 和 
基因 水 平 的 调控 有 关 , 即 转录 的 活化 或 阻 遇 ( 第 八 章 )o 

在 大 肠 杆 菌 之 类 原核 细胞 里 , 细胞 的 DNA 含 于 单一 的 
环形 染色 体 中 。 环形 染色 体 含 有 产生 mRNA 的 基因 ( 结 构 
基因 ) 和 控制 转录 的 基因 (调控 基因 ), 只 有 调控 基因 允许 转录 
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1 4 
earns “hh ae 了 
ry eee, % +4 
Se SEY 


Bo : 
时 ,结构 基因 才 被 转录 。 Jacob 和 Monod 提出 的 这 种 机 旨 
以 示意 图 的 形式 表示 在 图 10.12 中 。 Be 
实验 10.16 大 肠 杆菌 i Mim eT po 
诱导 | ae a 
原理 ie Be 
SRSA AIT BAER Citxty* *) 3 a 
诱导 出 所 有 的 蛋白 质 ， 但 只 有 诱导 物 存在 时 才 合成 有 关 的 蛋 
白质 。 相 反 ,组 成 型 突变 株 〈irxty+z+) er 
有 高 浓度 的 三 种 蛋白 质 。 
“在 培养 介质 中 加 碱 以 停止 反应 ， 碱 并 和 反应 产物 邻 ae 
办 反应 呈 黄 色 , 从 而 可 用 比 色 法 测定 酶 的 活性 
材料 
1: 大 肠 杆 菌 (野生 株 ) 
2. 大 肠 杆菌 (组 成 型 突变 株 )ML308NCIB9553，， 
ACTC 15224 
3. sy Bde Jy UB ARS, eS, ste 
10 克 / 升 一 碳 源 AAA BAK, 
1 克 / 升 一 蛋白 质 合成 用 氨基 酸 ; 硫 胺 素 ;10 毫 了 了 4 
克 / 升 。 介 质 中 还 加 有 适量 诱导 物 或 抑制 物 ) 105 ， 
4. 十 六 烷 三 甲 胺 溴 化物 (0.8 毫克 /毫升 ) “: 100 毫克 4 
5. 邻 - 硝 基 茶 -8-D- 半 乳糖 背 液 (1 毫克 /毫升 ,0 


用 前 用 缓冲 液 配 制 ) 200 =H 4 
6. Na,CO; (1 克 分 子 / 升 ) 200 毫升 ， 
7. 标 准 邻 - 硝 基 酚 液 (100 微克 分 子 / 升 ,用 0.1 Se = 
53-F/FtNa,CO; 配制 ) 1 100 BF 


8. 尾 部室 有 棉 球 的 灭 菌 吸 管 了 
9. 来 苏 儿 或 其 它 类 似 溶液 ,玻璃 器 严 使 用 后 灭 菌 用 运 ， 
10. Eb ite 4 
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UL ARR RAB ADEE Rihana. e 
12. 30°C 恒温 器 或 恒温 室 i 
13. 乳 糖 (200 毫克 分 子 / 升 ) 100 毫升 


14. RBC 毫克 /毫升 ) 100 毫升 
Bre 


细菌 培养 ”在 无 任何 诱导 物 的 培养 介质 里 ， 培 养 两 株 
细菌 过 夜 。 每 株 大 肠 杆菌 各 准备 五 支 试管 ， 各 加 培养 介质 4 
毫升 ,再 加 细菌 悬 液 0.5 毫升 ,30?C Rim. FES IM 0.5 毫升 
乳糖 溶液 (200 毫克 分 子 / 升 ) 作 为 诱导 物 。 控 制 效 体 浓度 为 5 
毫克 /毫升 。 

Rim > 30 5}, 60 57, 90 分 和 120 DR, RANA 
出 一 管 ， 加 0.5 毫升 氧 霉 素 液 停 止 反应 。 每 株 细菌 同时 各 做 


一 个 对 照管 ,不 加 诱导 物 保 温 120 分 钟 。 离 心 分 出 沉淀 ,用 培 


养 介质 洗涤 沉淀 一 次 以 去 掉 诱 导 物 。 沉 淀 重新 悬浮 在 5 毫升 
搁 养 介质 里 ,在 600 毫 微米 处 测定 浊 度 ， 算 出 细菌 数 ,分 析 细 
菌 生长 情况 。 测 定 每 个 标本 的 8- 半 乳糖 苷 酶 活性 。 
人- 半 乳 糖苷 酶 诱导 的 时 间 过 程 如 何 ? 从 得 到 的 结果 ， 为 
下 面 的 实验 决定 合适 的 保温 时 间 。 

8- 半 乳糖 昔 酶 的 测定 ”用 破碎 细胞 进行 酶 的 测定 ， 因 
为 在 完整 细胞 里 ,通过 细胞 膜 的 运送 是 一 个 限 速 因子 。 加 去 
污 剂 十 六 烷 基 三 甲 胺 涡 化 物 至 终 浓 度 0.1 毫克 /毫升 ,使 细胞 
膜 破 裂 ,但 活性 无 损失 。 

洗涤 过 的 细菌 悬 液 1 毫升 ， 十 六 烷 三 甲 胺 省 化 物 (0.8 毫 
克 / 毫 升 ) 05 SH EROS HBS RE. 再 加 1.5 毫升 新 
配制 的 邻 - 硝 基 葵 -6-D- 半 乳糖 苷 ,30“c 保温 5 分 钟 ， 必 要 时 
”可 以 保温 更 长 一 些 时 间 。 对 照 用 1 毫升 不 加 细菌 的 培养 介 
io M1 BH. NacCo; (1 克 分 子 / 升 ) 以 停止 反应 , 离心 分 出 
菌 体 。 倒 出 上 清 , 在 420 毫 微米 处 测定 上 清 中 邻 - 硝 基 酚 的 浓 
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WE, 标准 曙 线 用 在 0.1 克 分 子 /和 Na,CO, emo nm 
(0 一 100 微克 分 子 / 升 ) 做 出 。 * 
ERROR: 1 毫克 的 落体 每 分 钟 水 解 邻 - a 
KE 6-D-ER MEWS RED TM 3 
实验 10.17 ”不 同 诱导 物 对 8- SLATS SER 
响 a 
在 一 些 情况 下 ，p- 半 乳糖 苷 类 似 物 可 以 刺激 诱导 作用 ， 


OH H—OH 


D-E 9 RFS 6-D- 半 乳 吡 哺 糖 谷 


CH, OH } ” CH,OH 


-乳糖 (8-D- 半 乳 糖 酰 -1 "4-D- 葡 萄 粮 ) 


CH,OH CH, re: 


密 二 糖 (w-D- 半 乳糖 酰 -1,4-D- 葵 萄 糖 ) 
10.13 大肠 杆 菌 8- 半 乳糖 背 酶 活性 的 诱导 物 
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ne 


: 作用 称 做 安 球 性 诱导 作用 。 安慰 性 诱导 物 的 例子 之 一 是 p- 
。 绊 代 半 乳 糖 背 。 用 安慰 性 诱导 物 可 以 在 没有 底 物 或 产物 干 搞 
。 之 下 研究 诱导 作用 , 但 它们 却 能 竞争 性 地 抑制 8- 半 乳糖 背 栈 


 meekra make ionns SNH 3K AMET S 


(110.13). 

材料 和 方法 

以 上 面 实验 为 模型 ， 和 对 照 一 起 ， 研 究 下 列 化 合 物 诱导 
p- 半 纪 糖 普 酶 的 效率 。 每 种 化 合 物 用 几 种 浓度 ， 以 测定 产生 


最 大 刺激 作用 的 一 半 的 诱导 物 浓度 。 


王 硫 甲 基 -6-D- 半 乳 吡 喃 糖苷 (至 10 毫克 分 子 / 升 

2. 密 二 糖 (0.5 克 分 子 / 升 ) 

3. 乳 糖 (0.5 克 分 子 / 升 ) 

4. 半 乳糖 (0.5 克 分 子 / 升 ) 

二 上 列 化 合 物 的 母液 应 新 鲜 配 制 。 五 对 实验 人 员 应 配制 

， .50 一 100 毫升 。 

81018 和 蛋白质 合成 的 抑制 剂 对 次 好 8- 半 乳糖 苷 酶 
men. 

原理 

氧 霉 素 与 原核 细胞 线粒体 的 70S 核糖 体 相 结合 ， 阻 断 肽 


酰 转 移 酶 的 作用 ,抑制 蛋白 质 的 合成 。 但 是 ,这 个 抗菌 素 对 真 


Md 80S 核糖 体 合成 蛋白 质 没有 影响 。 
-相反 ， 环 已 亚 腕 和 真 核 细胞 的 80S 核糖 体 结合 而 阻 断 肽 
链 形成 ;对 原核 细胞 70S 核糖 休 没 有 影响 。 
， 材料 和 方法 
研究 氯 霉 素 和 环 已 亚 胺 对 驰 糖 诱导 8- 半 乳糖 背 酶 的 影 
响 ; 抑 制 物 的 浓度 用 至 1 毫克 /毫升 。 
实验 10.19 6- 半 乳 糖 童 酶 的 转换 率 
如 上 上 面 实验 ,用 乳糖 诱导 大 肠 杆 菌 60 分 钟 ， 然 后 加 入 氧 
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#2, 在 随后 的 二 小 时 内 ， 观 察 pb- od a 
度 。 对 照 实验 ; 加 乳糖 前 先 加 氧 霉 素 。 
细胞 里 8- 半 乳糖 背 酶 的 半衰期 是 多 长 ? 


整体 动物 的 代谢 


我 们 有 关 代 谢 的 绝 大 多 数 知识 来 自用 灌流 器 官 、 组 织 制 ， 
备 \ 离 体 细胞 或 细胞 器 的 研究 。 然 而 ,这 样 得 到 的 知识 最 终 应 
当 在 完整 机 体 或 用 整体 动物 做 的 实验 中 得 到 验证 。 未 书 最 后 ， 
一 系列 实验 是 用 整体 动物 (人 或 大 鼠 ) 做 的 ， 这 些 实 验 用 来 措 a 
述 某 些 范围 的 代谢 功能 。 a a 

实验 10.20 “葡萄糖 耐量 试验 “ ae a 

原理 PUES Ce 
血糖 ”碳水 化 合 物 为 生物 机 体 提供 大 部 分 忽 需 的 能 ， 
量 ,并 亦 作为 生物 机 体 中 容易 得 到 的 食物 的 短期 储存 库 。 碳 
水 化 合 物 从 血液 输送 到 动物 机 体 的 组 织 里 ， 使 得 所 有 缅 胞 都 
有 合适 的 、 容 易 动用 的 燃料 供应 。 葡萄 精 便 是 这 种 被 输送 的 
碳水 化 合 物 。 

可 以 把 血糖 看 成 是 碟 水 化 合 移 的 储存 磊 。 测 得 的 近 糖 站 
seats che ee ee 
芍 糖 的 浓度 (图 10.14), 上 

人 体 血 中 葡 菊 糖 浓度 范围 应 art ss ies 
ZN» HB He 7S FB, DBE K ACS RE 
缺陷 。 禁 食 个 体 于 静态 时 ， 血 糖 正常 值 应 在 65 一 110 毫 克 / 
100 毫升 范围 内 ,不 管 什么 原因 ， 如 果 血 糖 太 高 , 引起 肾 小 管 “到 
重 吸收 不 完全 , 葡 独 糖 就 从 尿 中 排出 。 出 现 这 种 情况 时 血糖 ”四 
的 浓度 称 为 肾 阔 , 肾 阔 通 常 为 180 毫克 /1100 毫升 天 二 由 

激素 和 血糖 ”血糖 浓度 受 许多 激素 的 影响 。 激 素 通过 
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WS BRIE 
(1008) oe 


| 原 ) 
/ 《脂肪 组 织 的 脂肪 ) 
图 10.14 影响 血糖 浓度 的 各 种 因子 


刺激 或 抑制 某 种 产生 或 利用 葡萄 糖 的 殊 特 通路 发 生 作 用 《图 
10.14), 激素 的 活性 取决 于 动物 是 进食 或 禁 食 ， 亦 取决 于 中 
间 代 谢 物 和 其 它 激素 的 浓度 ,所 以 ,葡萄 糖 体内 平衡 的 完整 图 
象 有 些 复杂 5 肾上腺 素 ,高 血糖 素 , 糖 类 皮质 激素 , 垂体 前 叶 激 
索 和 甲状 腺 素 全 都 是 增高 血糖 的 ， 它 们 使 血 中 葡萄 糖 的 浓度 
增高 反之 ,胰岛 素 是 降低 血糖 的 。 EMERY 86- 细胞 产生 胰岛 
素 ，8- 细 胞 功能 障碍 ， HERD IA TS N 5 TOUR EF SUP he 
TKAE FFA il tid BER PRE Hi 0 | 

正常 人 对 葡萄 糖 负 荷 的 反应 “， 检 查 碳 水 化 合 物 代谢 损 
伤 的 有 用 方法 ， 是 给 禁 食 的 受 检 个 体 服 用 -50 克 葡 萄 糖 ( 用 水 
送 服 六 随后 观察 3 小 时 内 血糖 浓度 的 变化 。 对 于 正 稍 健 康 个 
体 ，30=--40 分 钟 后 ， 血 糖水 平 首 先 从 90 毫克 /100 毫升 左右 
( 蔡 食 水 平 ) 上 升 到 一 个 最 大 值 约 140 50/100 毫升 。 因此 ， 
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血糖 (毫克 /400 FEF) - 


20 Se 
| 时 间 ( 小 时 ， 一 
oe Feat 


Ea BUA A CT RG 
“一 * 糖 尺 病 病人 表现 的 葡萄 糖 耐 量 降 低 


图 10.15 正常 人 和 几 种 病人 葡萄 糖 耐量 试验 结果 


在 服用 葡萄 糖 后 的 第 一 个 小 时 内 ， 葡萄 糖 吸收 的 速度 超过 利 


用 的 速度 。 此 后 ,葡萄 糖 利用 的 速度 大 于 吸收 的 速度 ,以 臻 在 
? NY SS SIAR ASE TR A 


萄 糖 (图 10.15 )o 


上 面 引 用 的 血糖 数值 是 用 指 尖 毛 细 管 血 得 到 的 5 如 果 用 be 


静脉 血 , 蔡 食 水 平 的 血糖 浓度 约 低 10 汪 宽 站 如 ihe 而 高 峰 


值 要 低 :25 毫克 /100 BH. tap 3s 


有 些 正 常 个 体 具有 滞后 型 的 曲线 ， 呈现 一 个 扩大 的 峰 ， 但 
在 闻 样 时 间 内 恢复 正常 。 Ei el Sere FA 
ie BUR S| HAY 

曲线 的 形状 亦 受 个 体 的 年 龄 和 先前 饮食 的 影响 。 随 着 年 


龄 的 增加 , 禁 食 水 平和 最 大 值 亦 增加 ,而 葡萄 糖 耐量 降低 5; 庆 
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= 
a 


i 
o. 


- 


果 先 前 饮食 中 谈 水 化 合 物 含量 低 , 葡 萄 糖 耐 量 减少 ;如 果 先 前 
饮食 中 碳水 化 合 物 含量 高 ,葡萄 糖 耐 量 就 增高 。 


PEE | KRALL: 糖尿 


病 ( 因 胰岛 素 缺乏 引致 ); 甲状 腺 、 垂 体 或 肾上腺 机 能 亢进 病 ; 


精 原 形成 速度 减 小 的 几 种 肝病 。 


HBHRASHH ”甲状腺 , 肾 上 腺 或 垂体 机 能 降低 ;或 


葱 道 吸收 障碍 时 ,葡萄糖 而 量 见 高 。 


图 10.15 “ 示 出 可 以 从 葡萄 糖 耐 量 试验 得 到 的 一 些 曲线 


的 例子 。 


血糖 测定 “上面 给 出 的 血糖 浓度 ， 是 用 测定 葡萄 糖 的 


葡萄 糖 氧化 酶 方法 得 到 的 真正 葡萄 糖 浓度 。 如 果 使 用 测定 面 


中 还 原 物 质 总 量 的 方法 ,那么 ,得 到 的 ' 萄 葡 糖 " 浓度 可 以 比 上 


。 面 给 出 的 数值 高 出 30 毫克 /100 毫升 。 这 是 因为 血 中 还 有 其 


它 还 原 性 化 合 物 , 如 谷 胱 甘 肽 。 
HHRK 血液 在 室温 静 置 2 一 3 小 时 ,大 约 有 一 半 葡 


” 者 糖 酵 解 转变 成 为 乳酸 ,所 以 一 定 要 小 心 几 免 出 现 这 种 情况 。 


氟 化 物 抑制 葡萄 糖 酵 解 ， 所 以 把 血样 收集 到 含有 工 毫克 气 化 


Sean Si M@E 毫升 血样 量 )。 但 过 量 氟 化 物 对 葡萄 糖 氧化 


~~ 酶 方法 有 干扰， 因此 更 好 是 用 血色 素 吸 管 直接 采取 ;041 毫升 


面 笠 ,立即 加 到 蛋白 质 沉 淀 剂 中 进行 反应 。 


材料 100 
1. 实 验 6.3 的 材料 = 
2. 实验 6.14 的 材料 一 
3. 纯 葡 萄 糖 3 公斤 
4. 血色 素 吸管 (0.1 毫升 ) 0 
5. 尿 标本 抠 200 
BE 0 


| RIAA 12 vt. MRE RE A a, 
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亦 收集 尿 样 。 葡 萄 糖 50 克 , 溶 于 200 毫升 水 里 ， 
下 , 随 之 让 其 服用 100 毫升 水 ,除去 口中 甜 味 。 每 半 小 时 采 
一 次 ;至 2 小 时 ， 最 后 在 3 小 时 时 再 采血 一 次 ; 每 小 时 采取 尿 、 
样 一 次 。 a 
用 Benedicts 氏 试 刘 (实验 63) 检查 尿 员 的 还 原 性 化 合 m 
mn, Be ACM GEE 6. ee 
的 浓度 。 上 
画 出 葡萄 糖 耐 量 曲线 ,解释 结果 。 
实验 10.21 ” 马 尿 酸 的 生物 合成 
原理 
生活 机 体 的 奇特 处 之 一 是 能 够 代谢 在 它们 自然 的 化 学 环 ， 
境 中 不 存在 的 广 范围 外 来 有 机 化 合 物 。 自 然 ， 影响 代谢 外 来 
化 合 物 的 因子 的 研究 ,对 于 制药 和 食品 工业 是 重要 的 。 q 
A Oat MPR LE PCM NTRS AEM, AI 
PH AEROBIE. BAH MAP 
物质 能 形成 有 毒 的 化 合 物 ， 但 这 是 非常 希 罕 的 。 外 来 化 合 物 
一 般 被 改造 成 为 带 有 更 大 的 极 性 和 更 低 的 油 溶性 的 形式 :以 导 
助 于 通过 肾脏 把 它们 从 体内 消除 。 在 下 面 的 练习 中 。 受 试 人 
服用 苯 甲 酸 钠 ,形成 茶 甲 酰 甘氨酸 ( 马 尿酸 )。 每 小 时 合成 的 “ 
马 尿酸 可 以 多 至 1.5 克 。 这 一 一 型 解毒 作用 的 机 制 称 作 级 合 枯 过 
用 。 a 


AEP BRR Et > ih 
C,H;COONa + CoA-SH C,H, CO-S—CoA | > 3 i 
RH BBA PRA a 


ATP ADP + 了 


,H,CO-S—CoA + H,NCH,COOH 一 一 C,H;CO-HN- CH,COOH + CbA'SH 由 
x PR HBA Tem 人 ORR | «MBA Be. 
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mA EAR RAR, Hak 
RT RAL WA SADA RAR. 


C,H,COCI + H,NCH,COOH + NaOH 


ARR 甘氨酸 
C,H,CONH . CH,COOH + NaCl + H,0 
马 尿酸 
材料 M10 
1 APRA 200 Ft 
2. 氧 氧化 钠 (6 克 分 子 / 升 ) 500 毫升 
3. 盐酸 ( 浓 ) 300 毫升 
4. CBR 400 毫升 
5. 人 服用 的 纯 共 甲酸钠 20 克 
6 六 酷 酸 … ”50 毫升 
7. 甘 氨 酸 100 克 
8. Uk 7 | mt 
9. 电磁 搅拌 器 5 
10. pH 试纸 一 
11. 布 氏 漏 斗 | 5 
12 融 点 测定 计 | 3 
sf 


马 厌 酸 的 有 机 合成 ”甘氨酸 15 克 ， 溶 于 100 毫升 水 
RSAC PH 至 10 左右 , 将 此 溶液 浸没 在 冰 浴 里 ， 
使 其 温度 降 至 零度 。 在 通风 柜 里 ， 机 械 搅 拌 下 ， 慢 慢 加 入 24 
毫升 苯 甲 酰氯 , 15 一 20 分 钟 加 完 。 检查 溶液 的 pH， 加 强 碱 
保持 溶液 的 pH 为 10 土 1。 检 查 温度 ,如 果 需 要 ， 加 冰 保 持 溶 ， 
液 的 温度 低 于 5xC。 加 完全 部 葵 甲 酰氯 后 ,继续 搅拌 至 pH 不 
变 。 必 要 时 过 滤 。 慢 慢 加 入 浓 盐 酸 (搅拌 ) 至 pH 为 3 。 滤 出 


。345 。 


沉淀 的 马 尿酸 ， FARRER LK » 每 次 15 毫升 ， Se 


ABR PMSA HR RH, , 测 融 点 。 


西 尿酸 的 生物 合成 2st. 下 让 下 和 
酸 钠 3 克 , 溶 于 250 毫升 水 中 ， 让 受 试 者 服 下 。 为 了 味道 好 
些 , 可 加 小 量 果汁 。 收 集 2 小 时 内 的 全 部 尿 液 ,混合 。 若 尿 液 
不 足 250 毫升 ,加 2 毫升 浓 盐 酸 ,搅拌 ， 直 至 全 部 马 尿酸 沉淀 
析出 。 若 尿 液 超过 250 毫升 ,加 几 滴 冰 醋酸 使 尿 液 酸化 ,在 水 


洽 上 浓缩 至 约 100 毫升 ,然后 同上 这 淀 马 尿酸 。 
记录 产 率 和 测量 融 点 ,与 有 机 合成 的 产品 比较 。 
必要 时 ,可 用 小 量 热 水 重 结晶 马 尿 酸 。 
实验 10.22 ” 饥 狐 对 大 鼠 代谢 的 影响 

原理 


a 
过 


饮食 很 好 的 动物 ,通过 氧化 碳水 化 合 物 获取 能 量 , 富 余 的 
碳水 化 合 物 以 糖 原 的 形式 储存 在 肝 和 肌肉 里 。 -两 次 进食 之 | 
间 ,动用 肝 糖 原 维持 血糖 在 合适 的 浓度 上 (图 10:9)5 这 是 极其 
重要 的 ,因为 脑 只 能 利用 血糖 作为 代谢 燃料 的 来 源 ;血糖 水 平 ， 
HER SER BA AT. (AER, 


在 24 一 48 小 时 内 耗 尽 ， 此 时 通过 糖 原 异 生 作用 ,从 非 碳水 化 


合 物 合成 葡萄 糖 - 6 -磷酸 。 糖 原 异 生 作用 本 质 上 是 酵 解 作用 
的 逆 过 程 ,但 有 若干 重要 的 差别 。 葡萄 糖 合 成 的 主要 碳 源 是 
乳酸 .甘油 和 某 些 氨基 酸 。 乳 酸 来 自 肌 糖 原 ， 甘 油 来 自 脂肪 ， 
氨基 酸 来 自 蛋白 质 的 分 解 ,所 以 ,在 饥 俄 期间， 机体 拿 出 了 它 ， 
的 全 部 食物 储备 。 亦 动用 了 脂肪 储存 库 , 产 生 脂肪 酸 和 甘油 
这 些 成 分 氧化 提供 ATP， 但 不 能 转变 成 为 血糖 = 肌 糖 原 和 肝 

糖 原 不 同 之 处 ,在 于 它 不 受 饮食 状态 的 特别 的 影响 ,如 无 剧烈 
运动 , 肌 糖 原 的 含量 相当 稳定 。 由 于 肌肉 里 缺乏 葡萄 糖 -6- 磷 

酸 酶 , 肌 糖 原 不 能 对 血糖 直接 有 所 贡献 ,但 是 ， 肌 内 在 无 乞 收 


缩 时 ,生成 乳酸 ,从 而 能 间接 地 生成 血糖 。 
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HAAR, — MK SIEW AIRE Re | 
.测定 二 组 大 鼠 的 下 列 化 合 物 ， 尽 可 能 深入 地 解释 所 观察 
到 的 由 于 机 纪 引 起 的 赤 化 。 


来 源 


FRA 


葡萄 糖 -6- wae 
Ce an 


尿素 是 看 白质 代谢 的 终端 产物 ， 了 ists 
酸 酶 是 这 个 循环 的 关键 酶 。 
”本 实验 要 进行 大 量 测定 、 建 议 三 对 学 生 一 组 ,用 取 自 一 个 
大 鼠 的 材料 进行 实验 。 在 课时 终了 ， 得 到 的 结果 应 汇集 在 一 
起 ;以便 充分 地 加 以 讨论 。 
实验 10.22(a) 组织 制备 
材料 48 
1 年 龄 ,性 别 , 体 重 尼 相同 的 大 鼠 ( 4 只 正常 饮食 ， 
4 只 饥饿 三 天 ) 8 
2. 肝 素 抗 凝 剂 液 , 取 自 药房 , 瓷 杀 装 -- 
3. 等 活 盐 水 (NaCl，0.154 克 分 子 / 升 ) 250 毫升 
4: 酮 体 试纸 a 
5. REUK 一 
6. 扭 力 天 平 (0 一 500 毫克 ) 8 
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7. 研 钵 和 研 er 
8. — FA hae Nee MR 0.1 克 分 子 / 升 ,pH6.5)o。 a 
小 心 ， 有毒 ! ne ag = 
9. D4 ‘ fete : 


“动物 处 死 之 后 ,尽快 进行 测定 非常 重要 。 建议 小 组 里 ， 
1 一 2 个 学 生 制 备 组 织 , 其 它 学 生 准 备 好 测定 用 的 全 部 试管 。 “下 

打 昏 大 鼠 ,用 断 头 机 断 头 ， 将 血样 倒 人 肝素 慈 的 瓷 钵 里 。 

。 迅速 分 出 肝脏 和 腓 肠 肌 , 置 于 含有 一 些 碎 冰 块 的 奖杯 里 取出 4 
心脏 , 置 于 含有 等 次 盐水 的 称 重 过 的 烧杯 里 。 同 时 ,血样 离心 

分 出 血浆 。 加 1 小满 血浆 到 酮 体 试纸 上 ， 检 查 有 无 酮 体 存 


肝 中 酶 的 提取 用 扭力 天 平 称 出 200 一 300 毫克 肝 ; 用 
剪刀 前 成 小 块 , 置 于 冰冷 (0%c ) 的 研 钵 中 ;加 工 章 升 冰 咨 的 二 
时 及 酸 缓冲 液 ,用 带 尖 机 的 研 村 研磨 。 再 加 9 毫升 缓冲 液 ' 担 a 
Rui Ane) At We. WRI R ETEK ES A i 
实验 10.22(b) “葡萄糖 -6- 磷 酸 酶 的 测定 
Be side 

在 葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 催化 之 下 ， 葡 萄 糖 -6- sek we a 
葡萄 糖 和 磷酸 : 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 + HO 一 > MTP a 

然后 ,用 实验 4.3 介绍 的 方法 测定 磷酸 。 反 应 混合 物 中 加 

有 EDTA, 以 络 合 除去 碱 性 磷酸 酶 活性 必须 的 Mg** 离子 
1. 二 甲 肿 酸 钠 缓冲 液 (0.1 克 分 子 / 升 ,pH6.5) = 20088 FF 
2. EDTA (10 毫克 分 子 / 升 ， 用 缓冲 液 配 fil i 
调 到 pH6.5) 50 毫升 于 罗 
3. 葡萄 糖 -6- 磷 酸 (50 毫克 分 子 / 升 ， 用 缓冲 液 
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配制 ) | 100 BF 


4. =A CR(100 克 / 升 ) 200 毫升 
5. 定 磷 试剂 (实验 4.3) i 
6. 37 KY : 10 
方法 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 酶 的 测定 配制 下 列 混合 物 ， 在 37°C 平 
i 10 分 钟 
成 分 m% Ft 
= BAB eh : 0.5 
EDTA i 0.1 
葡萄 糖 -6- 磷 酸 液 0.2 


| MA 0.2 毫升 组 织 提 取 液 开 始 反应 ，37%C 保温 15 分 钟 。 加 


工 毫 升 冰冷 的 三 氯 乙 酸 (100 克 / 升 ) 液 停止 反应 ,离心 去 沉淀， 

取 工 毫升 上 清 液 测 磷 。 同时 做 二 个 空白 ;一 份 用 缓冲 液 代 替 
Fs» 份 用 绥 冲 液 车 代 组 织 提 取 液 。 

“计算 
从 试验 管 减 去 两 个 空白 管 的 磷 量 ,算出 酶 的 活性 。 0.332 
微克 分 也 葡萄糖 6- 磷酸 的 磷 含 量 是 I0 微克 ,所 以 , 工 微克 磷 
HEE 0.0332 微克 分 子 葡萄 糖 -6- 磷 酸 。 

每 份 试验 取 了 0.2 毫升 组 织 提 取 液 ， 反 应 液 终 体 积 是 1 
oF} Ria Za, MNT I 毫升 三 氧 乙 酸 ， 而 取出 工 毫 天 来 定 
磷 ; 所 以 ,组 织 提取 沪 最 后 的 稀释 度 是 x10。 

最 后 结果 表示 为 每 克 肝 活性 的 国际 单位 ， 算 出 组 织 中 的 
总 活性 。 

实验 10.22(c)“ 精 氨 酸 酶 活性 的 测定 

原理 

精 氧 酸 酶 催化 精 氮 酸 水 解 成 为 鸟 氨 酸 和 尿素 : 
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MR 二 H:O 一 > 乌 氨 酸 十 尿素 |， 
酶 的 活性 通 过 测定 反应 中 放出 的 尿素 数量 来 测定 。、 - 


材料 interes ee 
1. 精 氮 酸 (0.5 克 分 子 / 升 , pH9.7) 200 毫升 
2. 硫酸 锰 (4 毫克 分 子 / 升 , 新 鲜 配 制 ) 100 毫升 
3. 高 氧 酸 5 多 YY， 水 溶液 ) Ad 


4. 测定 尿素 用 的 c- 且 基 丙 酰 茶 试剂 (oN 


克 ， 浓 硫酸 170 毫升 ， 浓 磷酸 4 毫升， 用 水 稀释 至 1 上 


Ft)o Obi: SRR! ) ) dk Fir 
5. 标准 尿素 液 (0.5 毫克 分 子 / 升 ) 200 毫升 
人 人 ame POEs 10 
7. HIE ms piles x 
8. 玻璃 球 bi i Si + ree. a 
9. FB7H » ie . : . re: 下 a 
10. Lb fit Tm te 
方法 — 


OR | 取 份 肝 提 取 液 ， 用 19 CRE, 
TR KE RR EES BC FRG Do a 


- See 


HAECO.5 克 分 子 / 升 ，pH9.7) 
MnSO,《4 毫 页 分 子 / 升 ,新 鲜 配 制 ) 


37°C 平衡 10 分 钟 后 。 加 入 稀释 的 肝 提 取 液 0.5 毫升 开始 反 
Wo HAI, 37°C 保温 10 分 钟 ， 加 5 毫升 高 氧 酸 停止 反 


应 , 且 混 合 均匀 。 零 时 对 照管 :在 加 肝 提取 液 之 前 , 先 加 高 氧 酸 
RIOD. MORAN EE Rs VE 


Fe AUN EIR AS 0 


尿素 测定 ,在 一 支 试管 中 加 入 上 毫升 试 样 , 6 毫升 玉 4 x 
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“ 且 基 丙 酰 茶 试 剂 ,混合 均匀 ,在 管 口上 盖 玻 璃 球 ， 在 沸水 浴 中 

”加热 反应 。 因 为 反应 生成 的 红色 产物 对 光敏 感 ,所 有 的 反应 管 
IMMA. MRNA RHR. BAS ADK 
的 烧杯 中 ,上 面 盖 以 黑 布 。 冷 却 15 分 钟 后 ， 在 520 毫 微米 处 
读 出 消光 。 用 0.5 毫克 分 子 / 升 标准 尿素 液 制 出 标准 曲线 , 算 
-出 每 分 钟 释放 的 尿素 微克 分 子 数 。 
”最 后 结果 表达 为 每 克 肝 每 分 钟 放出 的 尿素 微克 分 子 数 ， 
算出 肝 的 总 活性 。 

实验 10.22(d)， 组 织 糖 原 的 测定 

Sam e 
”将 待 测 组 织 和 强 碱 一 起 加 热 ,使 之 释 出 糖 原 , 然 后 加 入 乙 
醇 , 把 糖 原 沉 淀 下 来 。 沉淀 糖 原 时 加 硫酸 钠 为 共 沉淀 剂 使 得 


13. 测定 葡萄 糖 的 试剂 (实验 6,14) 


糖 原 的 沉淀 是 定量 的 。 

然后 用 酸 使 糖 原水 解 , 测 定 放出 的 葡萄 糖 量 。 
sie 48 

| 1. OFF FUBLAN CU Ea TS SERU ACL 一 
2. 氧 氧化 钾 (300 克 / 升 ) 250 毫升 
3. 标定 过 的 离心 管 (10 毫升 ) 30 
4. 沸水 浴 24 
5. 饱和 NaSO. 液 20 毫升 
6. 乙醇 〈95% V/V) 250 毫升 
7. 容量 瓶 (100 毫升 ) Yeates “24 
8. 有 10 毫升 刻度 的 试管 100 毫升 
9. 盐酸 (1.2 克 分 子 / 升 ) 100 毫升 
10. 玻璃 球 a 
11. 酚 红 指示 剂 液 12 毫 升 
12. 氢 氧 化 钠 (0.5 克 分 子 / 升 ) 250 毫升 


一 一 
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ERHRR BAKE, 肌肉 和 约 1.5 SEF, 2 ET 
称 重 ， 将 这 些 组 织 放 到 含有 2 毫升 Kon (300 克 /. 升 ) 标定 
过 的 离心 管 里 ,沸水 浴 加 热 20 分 钟 ; 偶 加 振 摇 。 用 冰冷 却 离 
心 管 , 加 0.2 毫升 饱和 NaiSO,， 混 合 均匀 。 加 5 毫升 乙醇 7 
(95%, V/V) 沉淀 糖 原 ， 在 冰 里 放置 5 分钟， 离心 分 出 沉 “ 
淀 < 将 沉淀 的 糖 原 溢 在 约 5 毫升 湿热 的 水 里 ， 然 后 用 蒸 饮水 “ 
稀释 到 10 毫 升 刻度 ,混合 均匀 。 如 果 是 正常 饮食 的 动物 ， 则 将 
肝脏 的 糖 原 提取 液 定量 地 转移 到 100 毫 升 容量 瓶 里 ,用 水 稀 杰 3 
至 刻度 。 

糖 原 的 永 解 和 测定 SLL A ETHERS 
10 毫 升 刻度 的 两 只 试管 里 ,各 加 1 毫升 盐酸 (1.2 克 分 子 / 升 )， 
在 管 口 加 盖 一 玻璃 球 , 沸 水 浴 加 热 2 小 时 。 水 解 终了 ， 反应 液 
中 加 1 滴 酚 红 指 示 剂 ,小 心 用 氧 氧化 钠 (0.5 克 分 子 / 升 ) 中 和 反 
应 液 , 至 指示 剂 颜色 从 粉红 色 经 过 橙色 变 成 黄色 。 加 蒸馏 水 “ 
稀释 至 5 毫升 刻度 ， 用 葡萄 糖 氧 化 酶 法 (实验 6.14) 测 定 葡萄 “ 
eH, 必要 时 ,到 这 一 TREE PT RIOR EF 
验 课 上 做 葡萄 糖 的 测定 。 

算出 每 100 克 组 织 中 的 糖 原 克 数 。 记 住 ， 在 糖 诛 中 ， we 
BUBB (CH.O.) 形式 存在 ， 分 子 量 是 1 而 不 是 
180, 

实验 10.22(e) ”血浆 代谢 物 的 分 析 : 

elie | 

血浆 沉淀 去 蛋白 ,离心 后 ,分 析 上 清 液 中 的 代谢 物 。 

材料 
1. SH KL 9 CFR PE BEAL 和 四 : 温 

个 饥饿 三 天 的 大 鼠 ) a 

2. 高 毛 酸 (0.5 DF / Ft) "100 Fr 
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Page 3 

hs 

aap 
P 


= 


id 


¥ 
4, 


pe Sita 


ee 党 日 篇， 10 毫升 


人 100 a Ft 
5. 刻 度 离心 管 (10 毫升 ) 8 


6. 测 定 葡萄 糖 的 试剂 (实验 6.14) 、 一 
7. 测 定 氨基 酸 的 试剂 (实验 5.14) 5 
8 测 显 游 于 脐 肪 酸 的 试剂 (实验 10.15(b)) Mt oe 
9. Ws AAR FCS, 10.22(e)) 一 
方法 leh 
Reve  mR1B, m4 Steam, RA 
与, 离心 去 沉淀 。 吸 取 3 毫升 上 清 液 到 一 支 刻度 离 心 管 里 ,加 
1 滴 省 酚 蓝 指示 剂 该 ， 用 氢 氧 化 钾 滴 定 至 溶液 颜色 从 黄 变 蓝 


”为止 。 加 蒸馏 水 至 9 毫升 刻度 ， 混 合 均匀 ， 冰 水 洽 中 放置 30 
” 分钟。 然后 离心 除去 KC, ie RETA EH MARR 


在 下 一 堂 实验 课 再 进行 测定 , 则 冰冻 保存 。 
按照 实验 10.22(e) 方 法 ， 测 定 1 SAtKEAMRPRA 
的 含量 。 
计算 结果 时 注意 ,血浆 的 整个 稀释 度 是 15 倍 。 
ARRON ”将 去 蛋白 血浆 分 别 稀释 5 倍 和 10 倍 ， 
各 取 2 毫升 试 样 , 按 照 实 验 5.14 方 法 测定 氮 基 酸 。 
萄 欧 糖 的 测定 “按照 实验 6.14 方法 ， 测 定 去 蛋白 血浆 
中 葡萄 糖 的 含量 。 
游离 脂肪 酸 的 测定 ABA MUR AAR A 依 实 
验 10.15(b) 方法 测定 游离 脂肪 酸 。 
计算 
所 有 结果 表示 为 每 毫升 原始 血浆 中 某 物 质 的 重量 。 
BEKIF RAR 
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第 一 章 “实验 的 准确 性 问题 


计算 (第 5 页 ) 

(1) 配制 100 毫升 1 克 分 子 浓度 的 葡萄 糖 咨 液 ， 需 要 多 
少 克 葡萄 糖 (葡萄 糖 的 分 子 量 王 180)。 

1 克 分 子 溶 液 一 1 升 溶液 中 含有 1 克 分 子 的 溶质 。 

1 克 分 子 / 升 葡萄 糖 王 180 克 / 升 

一 18 克 /100 ZF 

(2) 在 下 列 溶液 中 每 毫升 含 多 少 毫 克 分 子 或 微克 分 子 : 
(a) 6 克 分 子 / 升 葡萄 糖 ;》 (b) 0.15 克 分 子 / 升 氧化 钠 ; 〈c7)12 
毫克 分 子 / 升 果糖 ;(d) 0.2 毫克 分 子 / 升 ATPo 

(a) 尿素 6 克 分 子 / 升 = 一 6 毫克 分 子 / 毫 升 6 

(b) 氧化 钠 0.15 克 分 子 / 升 = 0.15 毫克 分 子 / 毫 升 二 150 
微克 分 子 /毫升 。 

(c) 果糖 12 毫克 分 子 / 升 二 12 微克 分 子 / 毫 升 。 

(d) 三 磷酸 腺 背 0.2 毫克 分 子 / 升 一 0.2 微克 分 子 / 毫 升 。 

(3) 在 10 毫 升 的 20 毫克 分 子 / 升 的 甘氨酸 咨 液 中 ， 有 多 
DoH ABR? 〈 甘 氮 酸 的 分 子 量 一 75。) 

20 毫 克 分 子 / 升 的 甘氨酸 一 20 微 克 分 子 / 毫 升 

.…10 毫升 中 含有 10 X 20 微克 分 子 一 200 微克 分 子 

200 微克 分 子 含 有 200 X 75 微克 或 200/1000 Xx75 毫克 一 
15 毫克 ”。 


1) 原文 为 15 微克 ,应 为 15 BH. 一 一 译 者 
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1. 标题 不 完全 。 除 非 首先 下 好 定义 ， 本 则 不 要 用 编写 。 攻 
2. 没有 给 出 活性 的 单位 。 lg 


3. MEH A? ; ae 


+ ee 


4. 在 横 坐 标 上 用 毫克 分 子 / 升 ， 单位 的 位 数 太 多 。 ee 


5. 纵 坐标 上 的 数字 太 多 。 0 es 
6. ERA EAT AES. ae 
7. 点 的 大 小 不 一 致 ,或 不 是 正 圆 的 
8. 应 用 光滑 的 曲线 把 各 点 连接 起 来 ， 而 不 应 是 一 自 一 民 
的 直线 。 
9, 曲线 应 连 到 各 实验 点 上 。 
- 10. 曲线 不 应 超过 最 后 的 实验 点 。 


- — 
a ? ~~ : 
in Se > 


活性 () 
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(@) 底 物 (微克 分 子 /天 ) 
AChE 活性 Q) 3 
图 Al A 1.6 中 的 错误 . 
“356。 


1. 连接 线 不 应 从 符号 上 穿 过 。 
12. SRAM A REL EA? 
13. 绘制 -> Fie hA WAAR. MAM aS hi Ho 
114: 分 度 应 划 在 图 的 里 边 。 7 . 
9 16. 这 两 条 曲线 代表 什么 ? 


第 二 章 pH MAHAR 


缓冲 溶液 
醋酸 缓冲 剂 (0.2 克 分 子 / 升 ) 
| 置 x 毫 升 0.2 克 分 子 / 升 的 栈 酸 于 一 100 毫升 量 瓶 中 ,用 
0.2 克 分 子 / 升 的 醋酸 钠 溶液 补足 到 刻度 。 
kBF 92 88 83 76 66 55 43 32 22 17 7 
pH 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 
碳酸 盐 / 重 碳酸 盐 缓冲 剂 (0.1 克 分 子 / 升 ) | 
. 置 天 毫升 0.1 克 分 子 / 升 的 重 碳酸 WARK T— 100 BF 
量 瓶 中 ,用 0.1 克 分 子 / 升 的 碳酸 钠 盗 被 补足 到 刻度 。 
x BF 93 88 82 73 61 49 38 27 18 10 5.5 
pH 9.0 9.2 9.4 9.6 9.8 10.0 10.2 10.4 10.6 10.8 11.0 
柠檬 酸 / 柠 柑 酸 钠 缓冲 剂 (0.05 克 分 子 / 升 ) 
置地 毫升 0.05 克 分 子 / 升 的 柠檬 酸 咨 该 于 一 100 毫升 量 
HH, FA 005 克 分 子 / 升 的 本 模 酸 钠 咨 该 黎 释 到 刻度 。 
x 2F 91 86 80 75 70 65 60 55° 50 44 39 
pH 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.24.4 4.6 4.8 5.0 
x 毫升 34 29 24 19 14 
pH 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 
磷酸 盐 缓冲 剂 (0.1 克 分 子 / 升 ) 
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Be ak Hy 22 > Ail 如 # REF 0.2 IPF / Ft HY AH GA 
溶液 于 50 毫升 0.2 克 分 子 / 升 的 磷酸 一 BEER GR 
到 100 毫升 。 

磷酸 钾 缓 冲剂 加 zx 毫升 0 2 克 分 子 / 开 的 气 氧 化 钾 海 、 
| R50 毫升 0.2 克 分 子 / 升 的 磷酸 二 氢 钾 溶液 中 ， 并 释 释 到 
100 毫升 。 

x 毫升 23.5 5.8 9.1 13 18 24 30 35 40 43 

pH 5.8 6.0 6.2 6.4. 6.6:6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 

x Ft 45 47 «| : | . 局 

pH 7.8 8.0 | | FRE 

Tris ( 羟 甲 基 ) 氨 基 甲 烷 / 盐 酸 缓冲 剂 (0.1 克 分 子 / 升 ) 二 

加 工 毫 升 0.2 克 分 子 / 升 的 盐酸 溶液 于 50 毫升 的 0. 2 2 ESS 
子 / 升 的 Tris 溶液 中 ,并 稀释 到 100 BF. 

x 2Ft 43 41 39 34 29 24 18 13 9.5 6.0 

pH 7.2 7.4.7.6 7.8 8.0 8.2: 8.4 8.6 8.8 9.0 

其 它 缓冲 剂 4 BS ae 

巴 比 通 (0.07 LD F/tt, pH8.6) — We 25855 — ae 
基 巴 比 土 酸 和 14.42 Bo CBE Hick Be tT KARE IE 
1000 毫升 。 

二 甲 肿 酸 盐 (0.1 克 分 子 / 升 , PH6;0) 加 29 毫 天 02 克 
子 分 / 升 的 盐酸 溶液 于 .50 毫升 的 二 甲 肿 酸 钠 (0.2 EBA) 
溶液 中 ， 并 加 水 配制 成 100 毫升 。 

二 甲 肿 酸 盐 (0.1 克 分 子 / 升 ，pH6.5) IM 16 毫 升 02 
克 分 子 / 升 的 盐酸 溶液 于 50 毫升 的 二 甲 利 酸 钠 《0.2 克 分 子 / 
升 ) 溶 液 中 ,并 加 水 配制 成 100 毫升 s a 

RAP KM 2 (0.1 克 分 子 / 升 ,pH6.0) in 8 3654 01 =: 
克 分 子 / 升 的 氢 氧 化 钠 溶 液 于 ,50 毫升 02 4S F/M 
FAB Sl FRYE Ko 
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第 五 章 氨基 酸 和 蛋白 质 


蛋白 质 的 羧基 端 和 氨基 端 

.蛋白 质 | —NH, | —COOH : 
TA « $ | aca 精 氨 酸 
B 链 #5 Sa Bs 组 氨 酸 
胰岛 素 A 链 甘氨酸 天 冬 酰 胺 
B 链 KAA 丙 氨 酸 
溶菌 酶 LG 5 
核糖 核酸 酶 赖 氨 琶 25 SR 


”标准 牛 血清 清 蛋白 | 
\ 多数 商品 的 牛 血清 清 蛋白 (BSA) 中 都 含有 脂肪 ,用 作 
标准 蛋 自 之 前 必须 脱脂 。 用 脱脂 物 来 制备 BSA 溶液 并 不 十 
分 容易 ; 闵 按 下 述 方法 小 心地 制作 ,可 以 吉 免 许多 困难 。 

BSA 的 脱脂 加 10 克 BSA F 95% 乙醇 和 乙醚 的 混 
合 液 人 63 体积 /体积 ) 100 毫升 中 ,在 0"c 搅拌 15 DSH, HE 
溶剂 ,在 0*c 反复 此 洗涤 过 程 。 过 滤 所 得 清 蛋白 用 乙醚 洗 至 
os: | 

制 务 标 准 BSA 溶液 (5 毫克 /毫升 ) ”精确 称 取 0.5 克 
蕊 脱 脂 的 BSA， 置 于 烧杯 中 , 溶 于 约 80 毫升 水 中 , 不 要 搅拌 
和 振 摇 ,放置 到 清 蛋白 完全 溢 解 , 轻 轻 旋 动 容器 ， 使 之 混合 均 
匀 。 然 后 转移 到 100 毫升 容量 瓶 中 。 用 水 将 烧杯 冲洗 数 次 ， 
”并 将 洗 流 加 到 容量 瓶 中 。 小 心地 将 容量 瓶 倒置 数 次 ， 使 溶液 
充分 混合 ,并 用 水 补足 到 刻度 。 

整个 操作 的 关键 在 于 不 要 剧烈 地 振 摇 或 搅动 ， 因 为 那 将 
会 导致 变性 和 起 很 多 泡沫 ,以 致 难以 配制 出 精确 的 溶液 。 
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a 
鉴定 未 知 糖 类 图 解 Be 
糖 类 溶液 sag 
ee Rink 
iv BET es 
cam 3 Sst a 
Barfoed oe 4 ane . 
23 re, MS Se 
CRAM EDR 蓝 色 淀粉 ”棕色 糖 原 “阴性 菊 
Bial 糖 PRE 
氏 试验 oF Be . 
mnt | +. 
成 糖 jE EU 
阿拉 伯 糖 | 
或 Selliwanoff 氏 试 验 
木 糖 | cman q 
| ae 
果糖 可 能 是 葡萄 糖 , 甘 露 糖 
BI on 
sane ae 
SAL SMH 
在 室温 形成 “ 
ER 
+ Toe) ete 
甘露 糖 i 


标准 BSA 溶液 的 贮存 1 
试剂 ,不 能 小 用。 在 许多 情况 下 ,一 个 精确 的 溶液 应 只 按 需 要 
量 的 多 少 来 配制 。 所 以 建议 将 这 :100 毫升 标准 蛋白 溶液 分 装 
成 每 5 毫升 一 管 的 小 包装 ,并 一 直 贮存 在 低温 冰箱 里 ,每 次 只 
溶化 一 管 使 用 。 用 剩 下 的 必须 弃 去 ,不 能 再 冻 起 来 用 。 Z 

eT ERR ML hE ST ERO RE 值 ; 以 “上 
对 该 糖 作 肯定 性 鉴定 。 
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第 六 章 糖 OR 


26 $8 0 3 98 89 AR 


形成 腻 的 时 间 ( 分 ) 一 熔点 (%C ) 


阿拉 伯 糖 166 
Bf 205 
ES Bi 206 

i BRE 205 

: 糖 200《 分 解 ) 
So 208 
甘露 糖 + 208 

i 8 + 
KOR 163 


# ORBITS IE RR RIS FE RA 199°C, 


第 七 章 he A A ER 


胆固醇 熔点 149°C 


一 些 天 然 的 和 合成 的 脂 类 的 性 质 

油 或 脂肪 Be 值 碘 值 | 皂 化 值 

， 黄油 0.5 一 3.0 25 一 40 210 一 230 
| BER 0.2 一 4 80 一 90 175 一 187 
椰子 油 2.5—6 7—10 ~ 254-262 
鱼肝油 0.5-—5 140—180 180—190 
玉米 油 1.0 一 2 104 一 128 187 一 195 
牛奶 26 一 45 216 一 235 
三 丁 酸 甘 油 酯 0 0 557 
三 油 酸 甘油 酯 0 86 190 
三 硬 脂 酸 甘油 酯 0 0 189 
比目鱼 肝 油 1 120 一 135 170 一 180 
亚麻 仁 油 1.0 一 4 170 一 195 188 一 195 
橄榄 油 0.2 一 3 80 一 90 190 一 195 


a 


第 九 草 AA 


«BRR: eR 189°C 
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WANG 


ne 酶 的 数据 é 
Ag 底 物 it iG pH 米 氏 常数 
乙酰 胆 碱 酯 酶 乙酰 胆 碱 + 8.0 0.075 
(人 红细胞 ) 
酸性 磷酸 酶 p8- 甘 油 磷 酸 盐 5.0 0.20 s 
(人 红细胞 ) 
丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶 | LRA 8.0 42.0 
CES AF) ‘| cx- 酮 成 二 酸 ee 
碱 性 磷酸 酶 对 - 硝 基 茶 磷酸 10.0 AS 
(A) Bes 
x- 淀 粉 本 淀粉 、 6.9 0.6 毫 克 /毫升 
(人 唾液 ) 
p8- 淀 粉 酶 _ | .淀粉 ( 直 链 ) 4.8 0.073 
(人 血清 ) one 
胆 碱 酯 酶 Ax A BAB ik 7.5 0.004 
(人 血清 ) 
B- 呈 哺 果 糖 甘 酶 | A 人 ot 
(BER) i ba 
mama = =| wee sp fi 
($28) ane ak is pet 
SAE BA “ : ri 
Re ee REO 0.047 
“Seal — Bae Bae 
“1 BAS 丙酮 酸 盐 7.8 0.42 kei 
CH NLA) pe ae 
TEM she 7 
CRS) te eS a 
最 适 pH 5 Km 值 并 非 绝 对 恒定 而 与 温度 、 底 物 及 酶 的 来 源 有 关 a 
+ oe 
SBtHz KR wh | 


RB 2PER 


Lk ¥ 


58 


173057 
shi 


ee 


4 


统一 书号 : hal 7 


定 tr , i ‘ 


ABS: 3838 He 
Aik BA: 5 
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